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Die folgendon Angaben »ind dan vom AnmeJder eingerefchten Untartagan entnommon 

® Rekombinante Aliergene aus der Motte Plodia interpunctella 

@ Die Erfindung betriffi rekombinante Aliergene p40 (Ar- 
gininkinase), p33 fTropomyosin), pB4 (Arylphorin) und 
p27 (ei'ne Oxldoreduktase) aus der Dorrobstmotte Plodia 
interpunctBlla, deren Fragmente und abgeleftete rekom- 
binante DNA-MolekDIe, Vfektoren und Wirtszellen, die die- 
se rekombinanten DNA-MolekOle enthalten, sowie dia- 
gnostische und therapeutische Anwendungen der be- 
schriebenen Aliergene und Fragmente. 
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Beschreibung 

[0001] Die vorgestellte Erfindung befafit sicb insbesondere mil dern Problem der allergischen Reaktion auf Invertebra- 
texjproteine am Beispiel der Allergie gegen Proteine aus der Dorrobstmotte Plodia interpunctella. Sie beschreibt rekom- 
binante Molekule, die von vier Allergenen dieser Spezies abgeleitet sind und ihre Anwendung fiir Diagnose und Thera- 
pie von Allergicn und die Deteklion von Allergenen in der Umwelt des Menscben. 

Hintergrund der Erfindung 

[0002] Bis zu 20% der Bevblkerung der Industriestaaten leiden unter Typ I allergiscben Symptomen (Rhinitis, Kor> 
junktivitis, bronchialcm Asthma) (Myamoto et al., 1992). Bei der Typ I Allergie bindet das Allergen an IgE-Antikorper 
auf der Oberflache von Mastzellen. Das IgE ist an die bochaffinen Fc e RI-RezepLoren gebunden, die durch die zusatzli- 
che Bindung der AUergene quervernetzt werden und damit der Mastzelle signalisieren, biologische Mediataren wie znm 
Beispiel Histamin rreizusetzen (Segal et al, 1977). Li den vergangenen Jahren ist gezeigt worden, da6 AUergene meist 
wasserlosliche Proteine sina\ die in vielen Fallen in rekombinanter Form erzeugt werden konnen (Kraft et al., 1999). 
Noch vor wenigen Jahren wurde ausschHefilich speziesspezifische AUegiediagnostik betrieben, bei der Gesamtextrakte 
naturlicher AUergenquellen, z. B. von Pollen oder Tierhaarextrakte als Antigen eingesetzt wurden. Diese Extrakte sind 
biocrjemisch mcht genan definiert, manchmal fehlen wichtige allergene Komponenten. Deshalb wird in den vergangenen 
Jahren in zunehmender Weise eine komponentenspezifische Diagnose (CRD, "component resolved diagnosis") rait Hilfe 
von gut definierten, rekombinanten Allergenen eingefUhrt (Valenta et aL, 1 999). 

[0003] Wahrend die Allergene aufierhalb des Hauses meist mit Pflanzenpollen assoziiert sind, kommen im Haus mehr 
Allergene aus 'Heren vor, sowohl von Schikflingen als auch von Haustieren. Bei den Schadlingen steht als AllergenqueUe 
die Hausstaubmilbe, ein Spinncntier (Thomas und Smith, 1999) an erster Stelle. Bcsonders in den USA ist die Kuchen- 
schabe, ein flOgelloses Insekt, auch als AllergenqueUe wichtig (Rosenstreich et al., 1997; von Wynen et al., 1997). Von 
beiden sind eine Reibe rekombinanter Allergene bekannt (Arruda et al., 1995; Thomas und Smith, 19991. Eine zusatzli- 
che AllergenqueUe im Haus sind Schimmelpilze, von denen in den letzten Jahren ebenfaUs mehrere allergene Kompo- 
nenten charaktcrisiert und fur die Diagnostik eingesetzt wurden (Unger et aL, 1 999). 

[0004] Diese Erfindung befaBt sich mit einer bisber kaum untersuchten AllergenqueUe im hauslichen Bereich, den 
Morten. Bei den Motten handelt es sich urn Insekten, urn echte Schmetteriinge (Lepidoptera). Die Hauptvertreter sind 
Plodia interpunctella, die Dorrobstmotte, im engliscben Spraehgebrauch "Indian meal moth" und Ttaeola bisseliella, die 
Kleidermotte, "webbing clothes moth". Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf P. interpunctella, allerdngs sind die 
yerschiedenen Mottenarten nah verwandt und deshalb ist zu erwarten, daB die Allergene der verschiedenen Mottenarten 
immunologisch kreuzreaktiv sind. Die Dorrobstmotte ist ein Nahrungsmittelparasit, sie wird hauptsachlich in der Ktiche 
gerunden und befallt trockeoe Nahrungsmittel wie NUsse, Ddrrobst, Schokolade, Hafer, Makmehl, Muesli. Es wird ver- 
mutet, daB die Dorrobstmotte aus SUdamerika stammt. Sie ist der hSufiste Nahrungsnrittelsch&Jling in den amerikani- 
schen Haushalten und wurde deshalb im Mai 1999 vom Department of Environmental Health & Safety der Harvard Uni- 
versitat zum "SchMling des Monats " gewahlt (rjtto://ww.uosJiaiT^ 

Auch in den deutschen Haushalten ist die Dorrobstmotte ha'ufig (zum Beispiel: \forratsschadling Ni; 1: die Dorrobst- 
motte. Sendung im Westdeutscben Rundfunk am 9. Mai 1997, von Michael Wlegert-Wegener). Abgestorbene Motten 
trocknen aus und landen typischerweise Qber den Hausstaub im Staubsauger Dieser stoBt groBc Mengen von winzigec 
Staubpartikeln aus, die auch Proteine der eingesaugten Insekten und damit potentielle Allergene enthalten. 
[0005] Bisher ist noch von keinem Allergen aus irgendeiner Mottenspezies die Struktur aufgeklart worden. AuBerdem 
gibt es noch keine Publikation in der gesamten medizinischen Literatur (Medline), die sich mit der Dorrobstmotte im Zu- 
sammenhang mit Allergie beschartigt. Dennoch gibt es eine kleine Zahl von Publikationen, die sich mit Allergien gegen 
andere Motten beschafbgen. Die Studie von BaMo und Panzani (1 988) charakterisiert Extrakte verschiedener Insekten- 
spezies, darunter auch der Kleidermotte (Tineola bisselHella) mit IgE Immunobiots, enthSlt jedoch keine Primaretruktu- 
ren. Mehrere Publikationen berichten Qber aUergische Reaktionen gegen Motten oder Seidenraupen bei beruflicher Ex- 
position, zum Beispiel mit Seidenraupen (Komase et aL 1997, Suzuki et al, 1995, Wing et al, 1994), verschiedenen 
Sclmiettedingen (Davis and Jenkins 1995), oder Mehlmotten (Storms et aL, 1981). 

[0006] Die vorliegende Erfindung stellt vierrekombinante Allergene aus der wichtigsten Nahrungsnrittelmotle fur ver- 
schiedene medizimsch^agnostische, umweltanalytische und therapeutische Zwecke zur Verfilgung. 
[0007] Homologe der vier beschriebenen Allergene sind in verschiedenen Spezies in der Vergangcnbcit bereits unter- 
sucht worden, es handelt sich urn Argiiunkinasen, Tropomyosine, Arylphorine und eine Familie von Oxidoreduktasen, 
Ttopomyosine sind als Allergene gut beschrieben (Reese et aL, 1 999) und auch zumArylphorin als Allergen bei Schaben 
(Penplaneta americana) gibt es eine Publikation (Wu et aL, 1 996). In der Literatur sind auch schon einige Redox-Enzyme 
als Allergen beschrieben, hauptsachlich bei Pilzen und Pflanzen. Das Protein, das zu der gefundenen Oxidoreduktase aus 
der Motte am nSchsten verwandt ist, ist die bakterielle Glukose-l-Dehydrogenase (Nagao et al., 1992), welche selbst 
nicfat als Allergen bekannt ist Die Argimnkinase ist hingegen noch nicht als Allergen identifiziert worden, auch wenn in 



-- — x aiay^uaxMo u»duru5 r cpuiu>cqucnzcn veroncnujem wuruen, 

60 die Sequenzahnlichkeiten zu Argimnkinasen anderer Spezies aufweisen (Lin et aL, 1993). Diese Abnlichkeiten wurden 
jedoch in der VeroiFentlichung nicfat beschrieben. Die Argininkinase ist ein Enzym, das in Muskeln von Invertebraten 
Argininphosphat als Enemie-Reservestofmdet (Wyss et al., 1 995). Auch bei Insekten wurde die Argininkinase in ihrer 
Primarstruktur aufgeklart (Kucharski und Maleszka, 1998), allerdings me als Allergen beschrieben. 
[0008] Die vorliegende Erfindung basiert auf der Erkenntnis, daB die Dorrobstmotte, die in unseren Wbhnungen sehr 
65 haufig als Nahrungsmittelsch&Ding auftritt, auch eine AllergenqueUe darsteUen kann. Etwa die Halfte der untersuchten 
Pahentenseren wiesen IgB gegen Mottenallergene auf. Die Erfindung stellt molekular genau definierte Reagenzien zur 
Verfugung, die von den beschriebenen Allergen p40 (Argininkinase), p33 (Tropomyosin), p84 (Arylphorin) und p27 
(Oxidoreduktase) abgeleitet sind und einerseits cine exakt definierte und einfache in vitro und in vivo Diagnose und Tbe- 
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rapie der AUergie gegen Motten ermSghchen, andererseits den Nachweis von Mottenproteinen in Proben aus Haushalt, 
Schule oder Betrieb. Die Bczeichnungen der AUergenc erfolgen in Anlchnung an ihre Molekulargewichte in kDa. 
[0009] Das Allergen p40 ist uberdies ein neucs Panallergen von wirbellosen Heren, das auch in der Hausstaubmilbe, in 
der Schabe und in Meeresfruchten gefimden wird und in diesen Spezies immunologisch verwandt nrit p40 aus der Motte 
ist So ist es denkbar, daB man rich durch den Kontakt nrit Motten oder Milben sensibilisiert and in der Folge eine Nah- 
rungsmittelaUcrgie gegen Meerestrflchte entwickelt Fiir die Untersuchung ciner solchcn Kreuzsensibilisierung konnen 
das rekombinante p40 oder nahe verwandte Molekflle eingesetzt werden. 



[0010] Die En 



Beschroibung der Erfindung 
ig betriffl eine Nukleinsaure, kodierend fiir ein allergenes Polypeptid, umfassend 



(a) eke der in SEQ ID No. 1, 3,5 oder 7 dargestellten Sequenzen oder ein Fragment davon, welches fur eine aller- 
gene Determinanie davon kodiert 

(b) eine von einer Sequenz gemaB (a) auf Grand einer Degeneration des genetischen Codes abweichende Sequenz, 

(c) one Sequenz mit einer Identitat > 80% zu einer der Sequenzen unter (a) und/oder (b) oder 

^eine Sequenz, die mit einer der Sequenzen gemaB (a), (b) und/oder (c) unter stringenten Bedingungen hybridi- 

sowie eine Nukleinsaure, umfassend einen Bereich, der fur ein Polypeptid nrit einer in SEQ ID No. 2 4 6 oder 8 
dargestellten Sequenz kodiert. " 

[0011] Ein erster Aspekt der Erfindung sind rekombinante DNA-Molekule, die Nuldeotidsequenzen (I) aufweisen die 
Polypeptide kodiercn, die die Antigenic der AUeigene p40, p33, p84 oder p27 besitzen und aus Arthropoden isoliert 
sind, oder Nukleondsequenzen (II), die nrit solchen Nuldeotidsequenzen (I) unter hochstringenten Bedingungen hybridi- 
sieren. Die rekombinanten DNA-Molekffle umfassen auch degenerierte Varianten dieser Nuldeotidsequenzen. 
[0012] Die rekombinanten DNA-Molekiile konnen auch Nukleotidsequenzen enthalten, die fur Polypeptide kodieren, 
die anngene Kreuzreaktivitat und einen hohen Grad von Identity (vorzugsweise > 50%, insbesondere > 60 % oder > 
75%) mit den AUergenen p40 p33, p84 und p27 aus Arthropoden besitzen, die in der Abb. 3-6 angegeben sind. Die Be- 
zeicnnungen p40, p33, p84 und p27 beziehen sich auf die Molekulanjewichte der Polypeptide in kDa 
[0013] Der Ausdruck "Hybridisierung unter hochstringenten Bedmgungen" gemaB der vorliegenden Erfindung wird 
wi e bei Sambrooket al. (Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989) 1.101- 
1.104) verwendet Bevorzugt liegt eine hochstringente Hybridisierung gemaB der vorliegenden Erfindung vor, wenn 
nach Waschen fiir 1 Stunde mit 1 X SSC und 0,1% SDS bei 50°C bevorzugt bei 55°C, mehr bevorzugt bei 62°C und am 
meisten bevorzugt bei 68°C, und mehr bevorzugt fiir 1 Stunde bei 0,2 X SSC und 0,1% SDS bei 50°C, bevorzugt bei 
55 C, mehr bevorzugt bei 62°C und am meisten bevorzugt bei 68°C noch ein positives Hybridisierungssignal beobachtet 
werden kann. 

[0014] Der Ausdruck "IdentitaT, wie hierin verwendet, kann durch die Gleichung I(%) = [1 - V/X] x 100 definiert 
wer^ womi I die Identitat in % ausgedriickt bedeutet, X die Gesamtzahl der Nukleobasen einer Nukleotidsequenz fur 
p40, p33, p27 oder p84 ist und V die Anzahl an davon abweichenden Nukleobasen der zu vergleichenden Sequenzen isL 
[W15] Ein zweitcr Aspekt der Erfindung sind rekombinante Expressionsvektoren oder rekombinante Klonierungssy- 
steme^ die erne Expressionskontrollsequenz aufweisen, die operativ mit einem der oben beschriebenen Molekule ver- 
knupn ist 

[00161 Ein dritter Aspekt der Erfindung ist eine Wirtszelle, die nrit einem rekombinanten Molekfll oder einem Vektor 
nach dem ersten oder zweiten Aspekt der Erfindung transformiert ist 

[0017] Ein yierter Aspekt der Erfindung ist ein rekombinantes oder synthetisches Protein oder Polypeptid, das antieene 
Epitope der p40, P 33, p84 oder p27 Molekule besitzt, die in den Aminosauresequenzen von Abb. 3-6 enthalten sind Das 
Protein oderPolypepud kann dabei nrit einem weiteren heterologen Polypeptid wie einer zeUulosebindenden Domane, 
JJ-Galaktosidase oder Glutatmon-S-Transferase oder irgendeinem anderen Polypeptid fusioniert sein, das in prokaryon- 
nschen oder eukaryontischen Zellen exprirniert werden kann. Das Protein oder Polypeptid, das nrit p40 P 33 p84 oder 
p27 kreiizreaktiv ist, kann dabei nrit analytisch nachweisbaren Gruppen oder mit wasserlosUchen oder wasserunloslicben 
Phasen konjugiert sein, die fur die Durchfiihrung des Nachweises von Antikorpern wie zum Beispiel IgA, IgD, IgE IgG 
oderl^I gceignet sind. In den Aspekten der Erfindung, die sich mit in vitro Diagnostik befassen (siehe unten), konnen 
die Peptide der Erfindung a) an eine wassenmlosliche Phase durch physikalische Adsorption oder eine kovalente Bin- 
dung gekoppelt sein oder b) kovalent an eine analytisch nachweisbare Gruppe (Markierung) gekoppelt sein 
[0018] Die erfindungsgemaBen Polypeptide oder Fragmente davon, welche antigene Determinanten enthalten, konnen 
als Immunogene zur Herstellung von Antik&rpem eingesetzt werden. Zur Herstellung von fur die allemenen Determi- 
nanten spezifischen Antikorpern konnen Standardrxotokolle herangezogen werden. Die AntikQrper konnen dann z B 
zum Nachweis von AUergenen und/oder zur Therapie verwendet werden. 

[0019] Die Erfindung umfaBt wdterhin eine pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend eine Nukleinsaure, einen 
Vektor, erne Zelle, ein Polypeptid oder einen Antikorper, wie hierin definiert, als Wirkstoff. Die pharmazeutische Zusam- 
mensetzung kann pharmazeutiscb annehmbare Hilfsstoffe sowie ggf. weitere Wirkstofre enthalten. Die pharmazeutische 
Zusammeiisetzung kann fur diagnostische oder/und therapeutische Zwecke verwendet werden, insbesondere fiir Thera- 
pie oder/und Diagnose von aHergiscben Erkrankungen. 

[0020] Der filnfte Aspekt der Erfindung ist eine in vitro Methode der Diagnose von AUergie gegen Arthropodenpro- 
teine, die die humoralen Antikfirper bestimmt, die gegen die Arthropodenproteine gerichtet sind Die umf aBten Allenden 
smd meistens gegen Insekten gerichtet Die relevanten Antikorper sind meistens von der IgE Xlasse, aber auch IeG^An- 
hkfirper konnen wichiige Information fiber die AUergie Kefem. Im Normalfall umfaBt diese Methode den Kontakt einer 
KorperflOssigkeit aus einem Patientcn mit einem Polypeptid der Erfindung. Die Mengenverhaltnisse und Bedingungen 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



65 



3 



10 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



65 



DE 100 41541 Al 

werden so gewShlt, daB sich Imnmnkomplexe zwiscben dem Polypeptid und Antikorpern in der Probe in einer Menge 
ausbilden, die cine Funklion der Menge der Antikorper in der Probe isL Der Immunkomplex wird dann mil einer der an 
sich bekannten Methoden gemessen. Etwas speafischer ausgedrOckt, cine bevorzugte Methode des fiinften Aspekts der 
Erfindung besteht darin, eine Probe einer X&perflussigkeit, die zum Bed spiel IgB- Antikorper enthalt, nrit einem Poly- 
peptid der Erfindung und einem Anli-IgE- Antikorper in Kontakt zu bringen, so daB sich ein Ig&Polypeptid- Anti-IgB- 
Immunkoinplex bildcL Im Normalfall ist cntweder das Polypeptid odcr der Anti-IgE-Antikorpcr an eine feste Phase ge- 
koppelt, die cntweder unloslich ist, oder im lbstpufifer gefalli werden kann, so daB der Immunkomplex von dem Tfcstpuf- 
fer getrennt werden kann. Der Detektionsschritt kann in diesen \ferianten unter Verwendung einer analytisch nachweis- 
baren Gruppe (Markierung) aiisgefuhrt werden, die entweder kovalent an den IgE-Antikorper gekoppell ist (in diesem 
Fall ist das Polypeptid an die Festphase gekoppelt) oder an das Polypeptid (in diesem Fall ist der Anti-IgE-Antikorper an 
die Festphase gekoppelt). Wenn IgG-Antikorper bestimmt werden sollen, dann wird der Anti-IgEr Antikorper durch ri- 
nen Anti - IgG- And kcirper ersetzt 

[0021] Ein sechster Aspekt der Erfindung ist eine Methode, die, varzugsweise in vitro, eine zellulare Reaktion, insbe- 
sondere eine Inununreaktion, auf das Polypeptid der Erfindung miBt und ein rekombinantes oder synthetiscnes Polypep- 
tid wie im vierten Aspekt beschrieben verwendet, urn die zellulare Reaktion, insbesonderc die Immunreaktion, zu stimu- 
lieren. Als zellulare Reaktioncn konnen die Histarninfreisetzung aus basophilen Granulozyten oder die Proliferation von 
T-Lymphozyten, gemessen durch Aufnahme von ^-Thymidin gemessen werden, ebenso die Stimulation von eosinophi- 
len Granulozyten, gemessen durch die Freisetzung von Mediatoren, wie zum Beispiel dem eosinophilen kationischen 
Protein. Die Proben, die in den oben beschrieben Methoden verwendet werden, sind meistens aus Blut gewonnen, wie 
zum Beispiel heparinisiertem \bllblut, Serum oder Plasma. 

[0022] Ein siebenter Aspekt der Erfindung betrifft nur das p40 Allergen und besteht darin, durch Messung der Enzy m- 
aktivitat des p40 Allergens und seiner Homologen, der Argminkmasedctivitat (EC Z7.3.3), das VbrhaDdensein von Ar- 
thropodcnallcrgenen in Proben aus der Umwelt des Menschcn zu messcn, beispielswcise in Staubproben aus Haushalt 
oder Bctriebcn. Die Argininkinase katalysiert die reversible Umwandlung von L-Argimn und Adenosintriphosphat 
(ATP) in N-Phospho-L-Argimn und Adenosindiphosphat (ADP). Fiir die Messung der Argimnkinaseaktivitat sind in der 
Literatur Standarcbnethoden beschrieben, die zum Beispiel das entstehende Produkt ADP indirekt rnessen (Anisike et al 
1975). 

[0023] Der achte Aspekt der Erfindung besteht dann, mit Hilfc eines Immunoassays das \forhandensein der p40, p33, 
p84 oder p27 Allergene oder deren Homologen in Proben aus der Umwelt des Menschen zu rnessen, beispielsweise in 
Staubproben aus Haushalt oder Betrieben. Der Immunassay besteht darin, daB man einen monoklonalen Antikorper aus 
der Maus, der nach Stanaardmetboden gegen eines der Polypeptide der Erfindung gewonnen wird, oder ein Antiserum 
aus einem Wirbeltier, wie zum Beispiel, Xaninchen, Ziege, Schaf, Huhn, das gegen eines der Polypeptide der Erfindung 
genchtet ist, mit der Umweltprobe in Kontakt bringt, die auf die p40, p33, p84 oder p27 Allergene oder deren Homolo- 
gen getestet werden solL Dabei ist der erste Antikorper oder das Antiserum typischerweise kovalent oder nichtkovalent 
an eine feste Phase gekoppelt, die Umweltprobe wird in wassriger Losung oder in einem polarcn Losungsmittel gelost 
angeboten. Nach einem Waschschritt wird das gebundene p40, p33, p84 oder p27 Allergen oder seine Homologen mit ei- 
nem zweiten, markierten monoklonalen Antikorper oder einem Antiserum detektiert 

[0024] Bei diesem Verrahren kann insbesondere ein p40-Homologes aus einer beliebigen Spezies, besonders bevor- 
zugt aus Motte oder Milbe, am meisen bevorzugt aus Hausstaubmilbe, ein p33-Homologes aus einer Schmetterlingsart, 
insbesondere Mottc, ein p84 Homologes aus einer wirbeUosen Spezies, insbesondere einer Schmetterlingsart oder/und 
em p27-Homologes aus einer beliebigen Spezies, insbesondere von einer Arthropodenart bestimmt werden. 
[0025] Der neunte Aspekt der Erfindung besteht darin, aus dem synthetischen oder rekombinanten Polypeptid der Er- 
findung ein Arzncimittel hcrzustellen, das zur Hyposensibilisierung annnunothcrapie) von Patienten nrit Alleigie gegen 
p40, p33, p84 oder p27 oder deren Homologen eingesetzt werden kann. 

[0026] Der zehnte Aspekt der Erfindung besteht darin, solche Fragment© oder Tbilpeptide oder Multimere des Poly- 
peptids der Erfindung herzustellen, die zwar ein oder mehrere Epitope, insbesondere IgB, IgG oder/und IgA-Epitope, der 
p40, p33, p84 oder p27 Allergene oder deren Homologen cnthalten, aber nicht oder nur in cinera stark emgesclirankten 
MaB zu einer anaphylaktischcn Reaktion fuhrcn konnen. Multimere eines Allergens wirken oftmals weniger anaphylak- 
tisch als Monomere. IgG und IgA-Epitope konnen eine geringere anaphylaktische Wirkung als IgE-Epitope aufweisen. 
Diese Derivate der Polypeptide der Erfindung konnen zu einem Arzneimittel entwickeit werden, das entweder zur passi- 
ves Therapie des Effektororgans eingesetzt werden (Nase, Conjunctiva, Lunge), urn einer Freisetzung von Mediatoren 
bci oner spateren AUergenexposition vorzubeugen, odcr ebenfalls zu einer aktiven Immunotherapie im Sinne einer Hy- 
posensibilisierung. 

[0027] Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft ein diagnostisches Mittel zum Nachweis einer Alleigie bei einem Pa- 
tienten, wobei dieses Mittel ein Polypeptid oder einen Antikorper wie oben beschrieben, enthalt. 
[0028] Mit den Erkenntnissen der vorlicgenden Erfindung ist es moglich, eine speziesspezifische Allergiediagnostik 
unter Verwendung einer Motte, insbesondere der Dorrobstmotte zu betreiben. EGerzu konnen die Ddrrobstmotte, Ex- 
trakte davon, wie etwa Gesamtextrakte oder einzelne Bestandteile, insbesondere in Form von Teiiextrakten zur Bestim- 
mung einer allergischen Reaktion, beispielsweise als Antigen eingesetzt werden. 

[0029] Daneben ist es auch mfigiich, eine komponcntenspezifische AUergiediagnostik durchzufllhren, in dem Proben 
auf die einzemen, oben beschriebenen Allergene untersucht werden. In diesem Zusammenhang ist die Diagnose einer 
Argininkinase, insbesondere aus einer Motte oder aus einer Milbe, beispielsweise der Hausstaubmilbe, von besonders 
groBem Interesse. Aber auch die anderen iuentifizierten Allergene so wie deren Homologen aus Arthropoden konnen fur 
eine komponentenspezifischc AUergiediagnostik herangczogen werden. 

[0030] Auf Grand der hierin prascntierten Ergebnisse kann eine Argininkinase zur HersteUung eines Arzneimittels 
oder/und eines diagnostischen Mittels zur Behandlung von allergischen Erkrankungen oriWund zur Bestimmung von 
Allergenen verwendet werden. Bevorzugt wird hierzu eine Argininkinase aus einem Arthropoden, insbesondere aus 
Motte oder aus Milbe, z. B. Hausstaubmilbe eingesetzt bzw. cin Test auf das Vbrhandensein einer solchen Argininkinase 
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durchgefiihit Bed der Argininlrinase handelt es sich bevorzugt um p40 oder eine Argininlrinase, die zu p40 eine Identity 
von > 20%, insbesondere > 50%, bevorzugt > 70% und am mcisten bevorzugt > 80%, aufweist und bevorzugt mit p40 
konzentriert 

[0031] Grundsatzlich erofmet sich somit eine breite Verwendung der erfmdungsgemaB gefundenen Allergen und der 
dafur kodierenden Nukiednsiiureo auf medizimsch^agnostischeni, iimweltanalytischem und merapeutischem Gebiet, 5 
[0032] Die Erfindung wird durch die folgcnden Bdspielc und die beigefugtcn Figuren weiter criautert Die Figuren 
zeigen: 

[0033] Big. 1: Immunoblotstreifchen nrit Gesamtextrakl aus Larven der D&robstmotte, untersucht auflgE in den Se- 
ren von 90 Patienten mit allergischen Beschwerden in Innenraumen (H1-H90, jeweils oberex Hal). Im jeweils unteren 
Teil wurden Immunoblotstreifchen mit rekombinantem p40 Allergen mit Hexahistidintag mit denselben Seren geprobL 10 
Die Positionen von Molgewichtsmarkem and auf der linken Seitc in kDa angegeben. Kistdie PufferkontroUe ohne Zug- 
abe von Serum. 

[0034] Fig. 2: Immunoblotstreifchen mat Gesamlextrakt aus Larven dexD&Tobstmotle (jeweils obererTbil), untersucht 
auf IgE in den Seren von Patienten nrit allergischen Beschwerden in Irjnenr&irnen plus atopischer Dermatitis (AH1 
-AH12), von Patienten nrit Pollenallergie ohne angegebene Beschwerden im Haus (P1-P20) und von Normalpersonen 15 
(N1-N10). Im jeweils unteren leil wurden Immunoblotetreifcnen mit rekombinantem p40 Allergen mit Hexahistidintag 
mit denselben Seren untersucht Die Pdsitionen von Molgewichtsmarkem sind auf der linken Seite in kDa angegeben. K 
ist die PufferkontroUe ohne die Zugabe von Serum. 

[0035] Big. 3: cDNA (SEQ ID No. 1) und davon abgeleitcte Proteinsequenz (SEQ ID No. 2) des AUercens p40 aus Plo- 
dia interpunctella ^ 

[0036] Big. 4: cDNA (SEQ ID No. 3) und davon abgeleilete Proteinsequenz (SEQ ID No. 4) des Allergens p33 aus Plo- 
dia interpunctella 

[0037] Big. 5: cDNA (SEQ ID No. 5) und davon abgeleilete Proteinsequenz (SEQ ID No. 6) des Allergens p84 aus Plo- 
dia interpunctella 

[0038] Fig. 6: cDNA (SEQ ID No. 7) und davon abgeleitcte Proteinsequenz (SEQ ID No. 8) des Allergens p27 aus Plo- 25 
dia interpunctella ' » r 

[0039] Fig. 7: IgE-ImmunobloL Streifchen mit rekombinantem p40 Fusionsprotein mit eincr ZeUulose-bindenden Do- 
mane wurden mit einer Auswahl der oben beschriebenen Seren getestet. Auf der rechten Seite sind die Molekularge- 
wichtsmarker angegeben 

[0040] Big. 8: Sofortlypreaknonen beim Hauttest nrit dem rekombinanten p40 Allergen nrit Hexahistidintag. 30 

a: Pricktest bei dem nx>UcnaUergiscben Patienten AH11. Keine Hautreaktivitat auf Konzentrationcn Nr. 10 und 9 
Qaddeln und Rfiteng bei den Konzentrationen Nr. 8 (3.12 ng/ul) bis Nr. 5 (25 ng /ul). Die hflheren Konzentrationen 
wurden mcht mehr getestet + + Positivkontrolle (Histamino^hyarochlorid), - Negativkontrolle (0,9% NaCl) Die 
Quaddeln sind mit einem Stift markiert 

b: Reibetest am kontralateralen Unterarm desselben Patienten, starke Quaddelbildung und HautrOtung in den Kon- 
zentrationen Nr. 2 (200 ng/ul) und Nr. 3 (100 ng/ul). 

c: Vergrtffierung des Berdchs von Fig. 8a bevor die Quaddeln angezeichnet wurden. Die urtikarielle Reaktion nrit 
der Bildung von Pseudopodien (Nr. 6) ist gut zu erkennen. 

d: VergrQBerung von Big. 8b: Quaddelbildung im Reibetest bei der Konzentration Nr. 2 nach 20 min. 

[0041] Big. 9: Sr^aAasenreaktionen nach 24 h bei der Hauttestung nrit dem rekombinanten p40 Allergen nrit Hexahi- 
stidintag. * 
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a: Reibetest ekzematose Reaktion in den Konzentrationen Nr. 6 (12 5 ng/ul) bis Nr. 2 (200 ng/ul). Nr. 1 wurde nicht 
durchgeruhrt 

b: Reibetest: keine ekzematose Reaktionen in den Konzentrationen Nr. 10 bis Nr. 7. 
c: VergreBerung von Big. 9a: Ekzematose Reaktion bei Konzentration Nr. 4. 

d: Pricktest Infiltrierte Papeln innerhalb der markierten Grenzen der vorangegangenen Soforttyp-Reaktion. 

[0042] Fig. 10: linmunoblot-InhftitionsexrxrimenL Drei nrit rekombinantem p40 Allergen aus der Dorrobstmotte po- 
smve Seren wurden verwendet, um mit und ohne Prainkubation mit rekombinantem p40 allergenhaltige Extrakte aus 
verscmedenen Spezies (Dorrobstmotte, Kuchenschabe, Hausstaubmilbe, Hummer, Gamele, Miesmuschel und Kabeljau) 
zutesten. Die Molekulargewichte sind auf der linken Seite der Immunoblots angegeben, von oben nach unten 66, 46, 30 
und 21 kDa. 

SEQ ID No. 1 zeigt die cDNA des Allergens p40 aus Plodia interpunctella, 

SEQ ID No. 2 zeigt die davon abgeleitete Proteinsequenz, 

SEQ ID No. 3 zeigt die cDNA des Allergens p33 aus Plodia iiiierpunctella, 

SEQ ID No. 4 zeigt die davon abgeleitcte Proteinsequenz, 

SEQ ID No. 5 zeigt die cDNA des Allergens p84 aus Plodia interpunctella, 

SEQ ID No. 6 zeigt die davon abgeleitete Proteinsequenz, 

SEQ ID No. 7 zeigt die cDNA des Allergens p27 aus Plodia interpimctella, und 

SEQ ID No. 8 zeigt die davon abgeleitete Protemsequenz. 
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Bdspiele 
Beispiel 1 

5 lest von verschiedenBn Gruppeo von Allergikem und Nannalpersonen auf IgE-Antikorper gegen Mottenantigene a us 

Larven der Dorrobstmotte P. interpuDCtella 

[0043] Da im kliniscben Berdch eine mogliche Allergie gegen Motten bislang kaum Beachtung gefunden hat, konnte 
bei der Auswahl der Patienten kedne Gruppe definiert werdeo, die lrHnigch<» Beschwerden nach Kontakt mit Mottenaller- 
10 gcnen als Symptom angab. Deshalb stellteo wir fur unserc Arbeit die folgenden Gruppen zusammen, die auf IgE-Anti- 
korper gegen Mottenproteine getestet wurden: 

1. Patienten mit Typ I allergischen Beschwerden (Rhinitis, Conjunctivitis, allergisches Asthma branchiate) in In- 
rjenraumen (n = 90, Patienten HI- H90), 
15 2. Patienten mit atopischer Dermatitis und iyp I allergischen Beschwerden (Rhinitis, Conjunctivitis, allergisches 
Asthma bronchiale) in Innenraumen (n = 12, Patienten AH1-AH12X 

3. Patienten mit nacbgewiesener Pollen allergic ohne iyp I allergische Beschwerden (Rhinitis, Conjunctivitis, all- 
ergisches Asthma bronchi ale) in Innenraumen (n = 20, Patienten P1-P20), 

4. Probanden ohne atopische Dermatitis und ohne nachgewiesene iyp I AHergien (n = 10, Probanden Nl^lO). 

20 

IgE-Reaktivitat von naturlichen Mottenextrakten 

[0044] Praparationen von zwei verschiedenen Mottenspezies wurden verwendet, um mottenspezifische IgE-Antikor- 
25 per in Patientenseren zu detektieren. Die eine Preparation ist ein kornmerziell erhaltliches Homogerrisat von Faltem der 
Mehlmotte Ephestia kuehmella (AUergon, Pharmacia Upjohn, Uppsala, Schweden). Die andere Preparation wurde aus 
Mottenlarven (Wanderstadium, kurz vor der Verpuppung) von der Dorrobstmotte Plodia mterpuncteua hergcstellL Die 
Insektenproben (5 Larven) wurden in 0,2 ml PBS homogenistert, im Verhaltnis von 1 : 1 mit I^enimli-AuftragspurTer 
versetzt und auf einem 12,5% SDS-Polyacrylanudgel aufgetrennt (Fling und Gregerson, 1986). Es wurde ein praparati- 
30 ves Gel verwendet, auf das etwa 20 ug Gesamtprotein pro cm aufgetragen wurden. Als Marker diente ein Rainbow-Mar- 
ker (Amersham Pharmacia). Das Gel wurde nach der Elektropborese auf Nitrozellulose (Schleicher & Schuell, Dassel, 
Deutschland) geblottet (Towbin ct aL, 1 979) und in 0,5 cm Streifen geschnitten. 

[0045] Der lest der Patientenseren auf IgB gegen Motten wurde analog zu der von Jarolim et aL (1989) beschrieben 
Methode durchgefiihrL Die Streifen wurden 2x5minundlx30minin Puffer G (42 niM Na 2 HP04, 6,4 mM NaHaPO,, 

35 0,5% (v/v) Tween 20, 0,5% (wAO Rinderserumalbumin, 0,05 % (wAO NaNj, pH IS) bei Raumtemperatur abgesattigt, 
dann in 1 ml Volumen in 1 : 10 (wenn nicht anders beschrieben) mit Puffer G verdttnnten Patientenseren uber Nacht bei 
4°C gekippt Die Streifen wurden 2x5 rnin und 1x30 min bei Raumtemperatur in Puffer G gewaschen, dann Uber Nacht 
mit einer 1 : 10 Verdunnung eines ^-markierten Anti-Human-IgE Antikorpers (Amersham Pharmacia) bei Raumtem- 
peratur gekippt, wie oben gewaschen, getrocknet und aufgeklebt. Gebundenes mottenspezifisches IgE wurde so mit dem 

40 radioaktiv markierten Anti-Ig&Antikorper detektiert und die positiven Signale wurden mittels Autoradiographie auf ei- 
nem Rdntgenfilm (Kodak) sichtbar gemacht. 

[0046] Die Fig, 1 zeigt in ihrem oberen Tbil die Resultate dieses Experiments fur die Gruppe der "Indoor'-Allergiker 
(Patienten mit allergischen Beschwerden in Innenraumen), Figun 2 zeigt im oberen Teil die Ergebmsse fur die anderen 
drei Gruppen. Die Ergebmsse sind auch welter unten in Tabelle 1 dargestellL 

45 

labeliel 

[0047] Zusammenfassung der Ig£-Immunoblotresultate gegen verse hi edene Allergenextrakte und gegen das rekombi- 
nante p40 Allergen mit Hexahistidintag aus der Dorrobstmotte. + + +, sehr starke Reaktion; + + starke Reaktion mit nrin- 
50 destens zwei starken positiven Banden; + schwache positive Reaktion mit rrrindestens einer sichtbaren Bande; - keine 
definierte positive Bande beobachtet. 
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[0048] Insgesamt wurden bd den "Indoor^-AUergikBin (d = 90) beim Ig&Immunoblot tint dem D&Tobstmottenlar- 
ven-Gesamtextrakt 4 sehr stark positive, 13 stark positive und 25 sebwach positive Reaktionen beobachtet, bei den Ato- 
pikcrn mil allergischen Bcschwerdcn in Innenrfiumcn (n = 12) 2 sehr stark positive, 2 stark positive und 6 schwach po- 
sitive. Bei den PoUenallergikem ohne angegebene allergische Beschwerdcn in Innenraumen (n = 20) gab es 2 sehr stark 
positive und 8 schwach positive Reaktionen. Insgesamt wurde bei 51% der Paticnten eine positive Reaktion auf Motten- 65 
larvenproteine beobachtet Keine der nichtaltergischen Kontrollpersonen zeigte eine Reaktion im Immunoblot 
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Test auf IgE-Antikorper gegen Proteine der Mehlmotle (R. kuehmella) im FalteiTrtadium 

[0049] Das glciche Panentenkollektiv wic oben wurde auf Strcifchen mit einem kommcrzicll erhaltlichen Extrakt aus 
der Mehlmotte untersucht, wobei die Ergebnisse auch in der labelle 1 dargestellt and. Insgesamt zeigten 36% der All- 
5 ergikereine positive Reaktion auf Mottenf alter. 

Test auf IgE-Antikorper gcgen Proteine der Haustaubmilbe (Dennatophagoides ptcronyssinus) und der Kuchenschabe 

(Blattella germamca) 

io [0050] AusgewShlte Patienten und Normalpersonen aus dem Kollektiv wurden auf Streifcben mit kommerziell erhSIl- 
lichen Extrakten aus der Hausstaubmilbe und der Kuchenschabe getestcL Die Ergebnisse sind wieder in Tabelle 1 darge- 
stellt Die Kuchenschabe ist ein flugelloses Insekt und naher mit der Dorrobstmotte verwandt als die Hausstaubmilbe, die 
zu den Spinnentieren zablL AUe drei zahlen zu den GHederfuBlern (Arthropoden). Trotz der phylogenetischen Verwandt- 
schaft der drei Spezies ist die IgE-Reakri vital der Patienten oft stark unterscrriedlich. So reagiert zum Beispiel Patient 

15 H81 sehr stark auf Motte und KOchenschabe, aber nicbt auf die Hausstaubmilbe. Patient H90 reagiert nur sehr stark rait 
der Milbe, aber nicht mit Schabe oder Motte. Patienten H7, H9, H33, H80, AH5 und AH9 reagieren auf Mottenlarven 
und Falter, aber nicht auf Schabe oder Milbe. 



20 



Beispiel 2 

Isolierung und molekulare Chaiakterisierung eines cDNA Klons, der fur das P. interpunctella Allergen p40 kodiert 

Konstruktion einer cDNA-Bank von Plodia interpunctella 

25 [0051] Die Insekten (Plodia interpunctella) wurden in Hafbrflocken angeziichtet (S, Prozell, M. Schollcr, Institut fur 
Vorratsschutz, Biologische Bundesanstalt, Berlin). 180 Larven im spaten V^derstadium, kurz vor der Verpuppung 
(2,4 g) wurden zur PrSparatiorj von RNA eingesetzL Die Larven wurden in 30 ml TVizol Reagens (Life Technologies, 
Frederick, MY, USA) homogenisiert, und aus der waBrigen Phase wurde nach dem Protokoll des Herstellers die RNA ge^ 
wonnen. Aus 5 ug der eihaltenen Gesamt-RNA wurden mit Hilfe des PolyATtract Systems (Promega, Madison WI 

30 USA) polyA* RNA gewonnen. Die raRNA wurde in cDNA uberschriebeo und diese rail Hilfe des Uni-ZAP Systems 
(Stratagene, La Jolla, CA, USA) auf gerichtete Weise in X ZAP Phagen eingebauL Die primare Bank enthielt 3x10* 
cDNA Klone und wurde nach Stanaaitdmethoden amplifiziert. 
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IgE-Immunoscreemng und Analyse der imraunopositiven Klone 



[0052] Zum Screening einer cDNA-Bank von Plodia inteipunctella wurden Seren der Patienten AH11 (Screen 1) H20 

( S^°« 2) ^ AH1 ° ^ AH12 (Screen 3) verwendet - 360000 (Screen 1) oder 200000 (Screen 2, 3) Phagen der X ZAP 
cDNA Bank wurden auf einemRasen von Escherichia cob' XL 1 -Blue (Stratagene) Zellen in einer Dichte von 15000 Pha- 
gen pro Petri schale mit 140 mm Durchmesser ausplattiert Die Synthese von rekombinanten Proteinen wurde durch Auf- 
40 legen von Nitrozellulosefiltem (Schleicher & Schull, Dasscl, Deutschland) induziert, die mit einer 10 mM IPTG (Isopro- 
v T^& IK3alaktosid) g Btr ^tt warm (Huynh et aL, 1985). 31 (Screen 1, Patient AH11) bzw. 1 1 (Screen 2, Pa- 

tient H20) und 6(Screen 3, Patienten AH 10 und AH12) immunoposiuve Klone wurden jeweils mit Hilfe von Patienten- 
seren und von ^I-markierten, gegen humanes IgE gerichteten Antikorpern (Pharmacia & Upjohn, Uppsala, Schweden) 
nach etablierten Methoden (Breiteneder et aL, 1989; Valenta et al., 1991 ; Vrtala et aL, 1993) isohert 

45 

DNA-Sequenzanalyse der imraunopositiven Klone 

[0053] Aus den positiven Phagen wurden durch "in vivo excision" (Short et aL, 1988) mit Hilfe von Helferphagen 
(Stratagene, La Jolla, CA) die entsprechenden cDNA Plasmide gewonnen und nach Standaidmetoodeo isoliert Die 

50 DNA wurde mit Hilfe von Thermosequenase (Amersham Pharmacia, Uppsala, Schweden) und IRD800-markierten Pri- 
mem (MWG Biotech, Ebersberg) auf einem LI-COR Sequenzer (U-OOR, Lincoln, NE) analysiert. Die Basensequenzen 
wurden in Aniinosauresequenzen ubersetzt und nrit Hilfe des FastA-Programms (Pearson und Iipman, 1988) mit der 
S wissProt Datenbank verglicnea Alls Klone wurden nrit Hilfe des GAP Programms aus dem UWGCG Programmpaket 
(Ptograra Manual for the Wisconsin Package, Version 8, August 1994, Genetics Computer Group, 575 Science Drive, 

55 Madison, Wisconsin, USA 5371 1) miteinander vergHchen. Auf diese Weise und mit Hilfe des Vergleichs zu den horno- 
logen Proteinen wurden Klone identifiziert, die eincn kompletten Leserahmen aufwiesen. 

[0054] Beim Screening von 360000 Phagen der X ZAP cDNA Bank mit dem Serum AH11 wurden 31 immunopositive 
Klone erhaltea Die in vivo exzidierten Plasraide wurden zunachst nrit EcoRI und Xhol gespalten und auf einem Agaro- 
segel wurden die Schnittmuster analysiert AUe analysierbaren Klone enthielten dieselbc cDNA. Der iangste verfugbare 

60 Klon wurde sequenziert (Fig. 3) und der offene Leserahmen, der ein Polypeptid von vorheigesagten 40 kDa (p40) dar- 
stellte, wurde nrit den Datenbanken verglichen. Es zeigte sich, daB das gefundene Polypeptid (Fig. 3) fiber die gesamte 
Lange rait Argininkinasen verschiedener Spezies homolog war. Argininkinasen konnen die terminal© Phosphatgruppe 
von ATP auf Arginin Dbertragen und so einen Energierescrvestoff bilden. Bislang sind Argininkinasen nicht als AUer- 
gene identifiziert worden (siehe auch Einleitung). Die dem p40 Allergen am nachsten verwandte Argimnkinase aus der 

65 Homgbiene (Kucharski und Maleszka, 1 998) wcist 85% Aminc^aure-Sequenaaentitat nrit p40 auf. 
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Beispiel 3 

Isolierung und molekulare Charaktcrisierung cines cDNA Klons, dcr fur das P. interpuncteUa Allergen p33 kodiert 

[0055] 200000 Phagen der X ZAP cDNA Bank wuiden wie oben beschrieben mit dem Serum H20 gescreent, dabei 5 
wurden 11 immunoposidve Klooe erhaiten. Die in vivo exzidiertcn Plasmide wurden wie oben analysiert und sequen- 
ziert 10 der 11 Klone kodierten fur das gleiche Prolan. Drei der Klone hatten die voile Lange, und zwei von ihnen hatten 
die identiscbe Sequenz, die in Kg. 4 dargestellt ist Der offene Leserahmen stellt ein Allergen von 33 kDa dar (p33), das 
mil Tropomyosinen verschiedener Spezies eng verwandt ist Tropomyosine sind als kreuzreagierende AUergene beson- 
ders auch aus dem Bereich der Nahrungsmittelallergic bekannt (Reese et aL, 1999). 10 

Beispiel 4 

Isolierung und molekulare Charakterisierung eines cDNA Klons, der fur das P. interpuncteUa Allergen p84 kodiert 

15 

[0056] 200000 Phagen dcr X ZAP cDNA Bank wurden wie oben beschrieben mit den Seren AH10 und AH12 ge- 
screent, dabei wurden 6 immunoposidve Klone erhaiten. Die in vivo exzidierteo Plasmide wurden wie oben analysiert 
und sequenziert. Nur einer der Klone (Sequenz Fig. 5) kodierte fiir ein Protein in voller Lange, es handelte sich urn ein 
homologcs zu Arylphorinen. Arylphorine gelten als Speicherproteine von Insckten und enthaltcn cinen hohen Anteil an 
TVrosin. Ein Arylphorin der Schabc (Periplaneta amcricana) ist bereits in einer Publikation (Wu et aL, 1996) als Allergen 20 
beschrieben. 

Beispiel 5 

Isolierung und molekulare Qiarakterisiening eines cDNA Klons, der fiir das P. interpuncteUa Allergen p27 kodiert 25 

[0057] 200000 Phagen dcr X ZAP cDNA Bank wurden wic obcn beschrieben mit dem Scrum H20 gescreent (Screen 
2), ebensoviele mit den Seren AH 10 und AH 12 (Screen 3). Die in vivo exzidierteo Plasmide wurden wie oben analysiert 
und sequenziert Einer der Klone von Screen 2 und drei der Klone von Screen 3 kodierten fiir das gleiche Protein. Ein Se- 
quenzvergleich der durcb Dbersetzung erhaltenen AminosSuresequenz ergab eine signifikante Ahnlichkeit mit einer Glu- 30 
kose 1-Dchydrogenase aus Bacillus megaterium (36 % Sequenzidentitat, Nagao et ai, 1992). Es gab auch eine kleinerc 
aber noch signifikante Ahnlichkeit mit dem Alt a 2 Allergen aus dem Pilz Altcmaria alternata (26% SequenzidentitSt, Dc 
Vouge et ai., 1998), einer Aldehyddehydrogenase, und dem Bet v 5 Allergen aus der Birke (20% Sequenzidenb'tat, Ka- 
ramloo et aL, 1999), einer Isoflavonreduktase. Bei dem p27 Allergen handelt es sich also urn ein Redoxenzym. Die Se- 
quenz ist in Fig. 6 dargestellL 35 

Beispiel 6 

Expression des p40 Allergens mit einem Hexahistidintag und als Fusionsprotein in E. coli 

40 

[0058] Die p40 cDNA wurde auf zwei verschiedene Weisen in pET-Bxpressionsvektoren einkloniert so dafi das p40 
Allergen einmal nur mit einem Hexahistidintag und einmal als Fusionsprotein mit einer ZeUulosebindenden Domane er- 
zeugt wurde. Das erste Konstrukt wurde unter nativen Bectingungen gereinigt. Das zweite Konstrukt wurde Qber eine 
ZeUulosesaule gereinigt. Sowohl das Fusionsprotein mit einer ZeUulosebindenden Domane als auch das Nichtfusions- 
protean mit Hexahistidintag besafien Argininkmaseaktivitat 45 

Konstruktion eines Expressionsvektors zur Expression des p40 AUergens mit einem Hexahistidin-'Tag" 

[0059] Die komplette cDNA wurde in zwei Stufen in die EcoRI und Xhol Schnittstellen des Plasmids pET23(+) (No- 
vagen, Madison, Wisconsin, USA) einkloniert Die Ribosomenm^dungsstelle wurde mit Hire der Oligonukleotidabhar*- 50 
gigen Mutagenese nach Kunkel et aL, (1987) in den Expressions vektor eingebaut Dazu wurde das Mutageneseoligonu- 
kleotid 5' -GOT AGO GGC GTC CAC CAT GOT ATA TCT OCT TCT AGA GGG AAA CCG-3' vcrwendet Der cnt- 
standene Vektor pETAKl wurde durch DNA-Sequenzanalyse uberpriift In dem \fektor wurde dann am carboxytermina- 
len Ende der Sequenz durch eine zweite Mutagenese mit dem Oligonukleotid 5'-ATC TCA GTG GTG GTG GTG GTG 
GTG CAG GGA TTT CTC GAT TTT GAT-3' ein Hexahisu^iintag fur die Reinigung Ober cine NickelaffinitStssaule (Qia- 55 
gen, Hilden, Deutscbland) in das Expressionsplasmid eingebracht, und es entstand der Vektor pETHisAKl , dcr durch Se- 
quenzierung uberpriift wurde. 

Expression und Reinigung des p40 AUergens als r^chtfusionsprotein mit einem Hcxahistidin-"Tag n 

60 

[0060] Der Vektor pETHisAKl wurde in Escherichia coli BL21 (DE3) trarjsformieit und die tiansformierten Zellen in 
einer 400 ml Kultur bei 37°C geschiiUelt bis zu einer optischen Dichte (600 nm) von 0,8. Die Synthese des rekombinan- 
ten Proteins wurde durch Zugabe von 0,4 mM (Endkonzentration) von BTG (Isopropyi-p-D-Galaktosid) induziert, und 
die Kultur wurde noch 3 h bei 37°C weitergeschuttclt Die Zellen wurden durch Zentrirugation gecrntet, dann wurden die 
Zellen 10 min in Lyscpuffcr (100 mM KCl, 50 mM Mes, 4% (v/v) Triton X-100, 8 mM DTT, 8 mM EDTA, 25 ug/ml Po- 65 
lymyxin B Sulfa! (Sigma, St Louis, MO, USA), pH 7.5) behandelt (Schupp et aL, 1995). Zelldetritus wurde 30 min bei 
2000 x g und 4°C abzentrifugiert Das Protein wurde mit Hilfb von zentrifugierbaien Kleinsaulen unter nativen Bedin- 
gungen durch Mckclchelat-AffimtStschromatographie gereinigt wie vom Hcrstcllcr (Qiagen) beschrieben. 
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Konstmktion eines Expressionsklons zur Expression des p40 Allergens als Fusionsprotein 

[0061] Die komplette cDNA, die fiir das p40 Allergen kodiert, wurde in den Expressionsvektor pET36b (Novagen) 
nach Standanlmethoden (Sambrook et al., 1989) unter \ferweodung der EcoRI und Xhol Restriktionsstellen umkloniert 
Dies gescnah in zwei Stufen, da die cDNA eine interne Xhol-S telle aufwies. Der nocb fehlende Obergang zwischen der 
Sequenz, die fur die Zellulose bindende Domane kodierte und der Sequenz, die fur die Argininkinasc kodierte, wurde mit 
Hilfe der OHgonukleotid-abhangigen Mutagencse nach Kunkcl et aL, (1987) in den Expressionsvcklor eingebauL 
[0062] Dazu wurde das Mulageneseoliganukleond 5'<X)T AGC GGC GTC CAC CAT GGT ATA TCT OCT TCT 
AGA GGG AAA CCG-3' verwendet Derentstandene \fektor pCBDAKl wurde durch DNA-Sequenzanalyse uberpruft. 

Expression eines Fusionsproteins aus riner ZeUulose-bindenden Domane und dem p40 Allergen 

[0063] Der Veklor pCBDAKl wurde in Escherichia coli BL21 (DE3) transformiert und die transfonnierten Zellen in 
einer 400 ml Kultur bei 37°C geschiitielt bis zu einer optischen Dichte (600 nm) von 0,8. Die Synthese des rekombinan- 
ten Proteins wurde durch Zugabe von 0,4 mM (Endkonzentrarion) von IPTG (Isopropyl-^-D-Galaktosid) induziert, und 
die Kultur wurde noch 3 h bei 37°C weitergeschuttelL Die Zellen wurden durch Zentrifugauon geemtet, dann wurden die 
Zellen 10 mininL>^puf^(100riiMKQ,50mMMes,4% (v/v) Tritoo X-100, 8 mM DTT, 8 mM EDTA, 25 ug/ml Po- 
lymyxin B Sulfat (Sigma, St Louis, MO, USA), pH 7.5) behandelt (Schupp et al, 1995). ZelHetritus wurde 30min bei 
2000 x g und 4°C abzentrifugiert. Das Fusionsprotein wurde durch ZeUulose-AffirutatschromaiograrAie gereinigt wie 
vora Hersteller (Novagen) beschrieben. 

Test des rekombinanten p40 Allergens mit Hexahisddintag und des Fusionsproteins aus einer ZeUulose-bindenden Do- 
mine und dem p40 Allergen auf IgE-RcaktivitSt 

[0064] Das gereinigte p40 Allergen mit einem Hexahistidintag wurde wie oben beschrieben in einer Konzentration von 
10 ug pro cm auf einem praparativen 124% SDS-Polyacrylamidgel elektrophoredsiert, auf Nitrozellulose geblottet und 
mit jenen Patientenseren getestet, die in den oben beschiiebenen Experimenten mit dem Extrakt von R interpunctella 
Larven getestet worden waren. 

[0065] Das gereinigte rekombinante Pusionsprotein wurde wie oben beschrieben in einer Konzentration von 5 ug pro 
cm auf einem praparativen 124% SDS-Polyacrylamidgel elektrophoretisiert, auf hfitrozellulose geblottet und mit jenen 
Patientenseren getestet, die in den oben beschriebenen Experimenten mit dem Extrakt von P. interpunctella Larven posi- 
tive Signale ergeben harten. 

Test der oben beschriebenen Patienten und Normalpersonen auf IgE-Antikorper gegen das rekombinante p40 Allergen 

mit Hexahisddintag 

[0066] AUe Seren der oben beschriebenen Patienten und Normalpersonen wurden auf gleiche Wbise wie oben be- 
schrieben auf IgE-Antikorper gegen das gereinigte p40 Allergen mit Hexahistidintag getestet (Fig. 1, 2, Tabelle 1), Bei 
diesem Versuch zeigte sich eine Reaktivitat nur im Molekulargewichtsbereich bei 40kDa, deshalb ist ein schmalerer 
Ausschnitt der Immunoblots unter den Blots mit Larvenproteinen dargestellt. Insgesamt waren 10 von 90 "Indoor^-All- 
ergikem positiv, 3 von 12 Atopikern mit 'Tndoor'-AllergiB und einer von 20 Polienallergikera ohne angegebene allergi- 
schen Beschwerden in InnenrMumen. Das bedeutet, dass 11% der Patienten H1-H90 und 23% der Patienten AH1-AH12 
IgE gegen Larven der Dorrobstmolte hatten. 

Ibst von Patienten und Normalpersonen auf IgE-Antikorper gegen das rekombinante p40 Fusionsprotein mit Zellulose- 

bindender Domane 

[0067] Eine Auswahl der oben beschriebenen Seren wurde auf IgE gegen das rekombinante p40 Fusionsprotein gete- 
stet (Beispiele in Big. 7). Auch das rekombinante p40 Fusionsprotein war geeignet, IgE-Antik&per gegen das naturliche 
p40 Antigen nachzuweisen. 

Beispiel 7 
Hauttests 

[0068] Das gereinigte rekombinante p40 Allergen mit Hexahistidintag wurde in steriler 0,9% NaCl-Losung auf 10 ver- 
schiedene Konzentrationen eingestellt: Nr. 1 enthielt 400 ng/ul, die weiteren Proben enthielten absteigende Konzentra- 
tionen von 200 ng/ul (Nr. 2), 100 ng/ul (Nr. 3), 50 ng/ul (Nr. 4), 25 ng/ul (Nr. 5), 124 ng/ul (Nr. 6), 6,25 ng/ul (Nr. 7), 
3,13 ng/ul (Nr. 8), 1,56 ng/ul (Nr. 9) und 0,78 ng/ul (Nr. 10). Vor dem intrakutanen Hauttest wurde am kontralatcralen 
Arm ein Reibetest mit je 30 ul der Konzentrationen Nr. 10 bis Nr. 2 durchgefOhrt und nach 5, 10 und 20 min so wie 24 h 
abgelesen. Die Negativkontrolle war 0,9% NaG, als Fositivkontrolle wurde Histanimdmydrochlorid in einer Konzentra- 
tion von 1 mg/ml verwendet Basierend auf den Ergebnissen des Reibetests wurde dann der Pricktest in den Konzentra- 
tionen Nr. 10 bis Nr. 5 durchgefuhrt und jewefls nach 20 min und 24 h abgelesen. 

[0069] Der mottenallergischc Patient AH11 wurde gegen das rekombinante p40 Allergen mit Hexahistidintag zuerst 
im Reibetest und dann im Pricktest untersucht Im Reibetest (Fig. 8b) riefen die Konzentrationen Nr. 10 bis Nr. 6 keine 
Sofartreaktionen bervar, die Konzentration Nr. 5 induzierte einen leichten Juckreiz im Probegebiet Nr. 4 rief nach 5-10 
Minuten winzige Quaddeln hervor. Nr. 3 und Nr. 2 riefen multiple Quaddeln (Durchmesser 4- 5 mm) hervor. Diese hat- 
ten nach 15-20 min die maximale Auspragung (Fig. 8d) und bildeten sich alle nach 45 min zuruck. 
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[0070] Nach dem Reibetest wurde da- Wcktest mit den gleichen \ferdiinmmgen (Nr. 10 bis Hz. 5) in aufsteigenden 
KonzentraUonen diirchgefuhrt (Fig. 8a). Auf die Konzcntrationen Nl 10 undNr. 9 wurde keine unrrrittelbare Hautreak- 
tton beobachteL Qaddeln und Hautrotung traten in den Konzentrationen Nr. 8 (3,12 ng/ul) bis Nr. 5 (25 ng/ul) auf Der 
Durchmesser der Quaddeln war zwischen 7 mm (Konzentration Nr. 8) und 15 mm (Konzentratian Nr. 6) (Fig. 8c) Auf- 
grand der S tSrke der Reaktianen von den Konzentrationen Nr. 8 bis Nr. 5 wurden KonzentratioDen Nr. 4 bis Nr. I nicht 
getesteL Die Quaddeln wurden zur Dokumentarion bei ihrer maximalen Auspragung nach 20 min mit einem Stift mar- 
Kiert und budeten sich nach 45 min spontan zuruck. 

[0071] Bei der Ablesung nach 24 h wurden innerhalb der markierten Grenzen der vorangegangenen Soforttyp-Reak- 
Uonen a^matoide Papein ais Spa^phasemeaktion des Pricktests beobachtet (Fig. 9d). Der kontralaterale Aim/an dem 
^^^^^^^ war, zcigte eine ausgeprSgte ekzematfise Reaktion im Gebiet der Konzentrationen Nr. 

o bis Nr. 4 pig. 9a, c), wahrend bei den niedrigeren Konzentrationen Nr. 10 bis Nr. 7 kcine ekzematose Reaktion beob- 
achtet wurde (Kg. 9b). 

Beispiel 8 

Immunobloi-Inhibition und Nachweis der Kreuzreaktivitat des p40 Allergens mit AUergenen verschiedener Spezies 

^kL, AUS ^ Ui *T * bekaDDK *** BiDe en2 y ma ^ Arginiiddnaseaktivitat praktisch in alien untersuchlen In- 
vertebraten vorkomnii. Urn zu uberprflfen, welcfac immunologische AhnUchkeiten zwiscben dem p40 Allergen der Dorr- 



r . , , TT : : r ' - * — ii^Mu« W6 iDvi» nuxju^ii&ciicn iwiscDca aem pw Allergen aer Dorr- 

obstante und den Homologen in andcren Spezies bestehen, wurde ein Immunoblot-Inbibitionscxperiment durchgcfiihrt. 
AUergenextrakle aus der Milbe (Dermatophagoides p*- -~ — >"«j- l • &*utuu 
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„,„ - , ;: ~ v -^^..-sv.^. (wronyianusX Kucfaenschabe (BlatteUa gennanica), Gamde (Pena- 

Z^TJ.' "™f r (H ° marus S. amnlalU3 ). Miesmuschel (Mynlus edulis), und Kabeljau (Gadus morhua) alseinzi- 
fleSchp r raSert. WUr< ^ emgekaUft mibe und Schabc > «•« ans fiisch eingekanftem, ungekochtai Muskel- 

[<W7 S ^^ n>aU ^ Be ^^ n ^ Mab ° Und KUcben ^habe stammten von Pharmada/AlWon. Die verechiede- 
X wurdra m fhscoem, ungekocbten Zustand auf dem Naschmarkt in Wen envorben. Es wurde so gut 

™ n "^ U , skclfle .^ h verartKatcl. Dre verschiedenen Proben (1 -5 g) wurden in flussigem Stickstoff eingefiV 

SLS ^^ Zem ^ D i r Ba \l, aa Pro . 8 1"* 6 iD H2O mi.SmMPMSF (Phenylmethanf wfit 

nylfluond) 1 h bei 4% g^uhrt. Bn Wuraen Auftragspufier (Fling und Gregersoo, 1986) wurde zugesek und die Pro- 

S^lft & 5 C umMiche Bridle wurden 10 min bei 14500 Upm L 4°C abzentri£ 

SSL ^ 0n2 ^ tratl0 ? ^ F Xtrak ?_ WUrde aufeiDem Coomassie-gefarbten SDS-Polyacrylamidgel abge- 

Sg^ttelT 061,5 ^ 200 P» ^ eefahren. auf Nittozellulose geblottet und in Suit 

f^L^xr"^ 3 ^ enlEn AHnuDdvOT1 0611 Parienten H89 und H32 wurde in der Konzentration 1 • 10 mit Puf- 
nH 7 Mv^f^'. 6 d^ aH2P ° 4 ' ( V/V) ^ 2°' W* ^) Rinderserumalbumin. 0,05% 
M, -^T • L^S^ff, 1 *^ entWeder 0151 10 ^ des rekombinanten p40 Allergens mil Hexahistidintag in 
Puffer G, Oder nur m PufferG Uber Nacht bei 4°C prainkubiert, und dann wurde je mkeinem Streifeo NitrozeuXemit 

iS^^^^Jt ^ beStimmL gebUDdeOC ^ Wlude ^ e Ublich ^ ^^TnuSmr 

dSp^ttfr Umc ?. uchten Jnvmebratenspezies reagierten die Seren nrit ciner Bande im Bereich von 40kDa, die 
Sl^^S ^^^^tfn P40 Allergen aus dnr Donobstaoue entweder ausgelfischt (Dfinobstaotte 
fce> 0(161 abg< ^ h r acht ^^^^ Garnele. Hummer; Miesmuschel) wurde (Pjg. 10) Im fotratoaS 
Kabeljau gab es zwar erne Reihe yon aUcgenen Proteinen. aber keines von ihnen wurde durch Minkubation mit dem 
p40 Allergen aus der Motte teilweise oder vollstSndig inMbiert 0605 
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SEQUENZPROTOKOLL 



<110> Quchene, Michael 



<120> Rekoinbinante Allergene aus der Motte Plodia 
interpunctella 

<130> 22034pderad 

<140> 
<141> 

<160> 8 

<170> Patentln Ver. 2.1 



<400> 1 

tcaagtgtca gaaaagcagc agca atg gtg gac gcc get acc ctt gag aaa 51 

Met Val Asp Ala Ala Thr Leu Giu Lys 
1 5 



ttg gag get ggc ttc age aag ctt gcc gcc tec gac tea aag teg ctg 
Leu Glu Ala Gly Phe Ser Lys Leu Ala Ala Ser Asp Ser Lys Ser Leu 
10 15 20 25 



99 



gag aac tta cat teg ggt gtt gga att tat gcc cca gat get gag gca 243 
Glu Asn Leu His Ser Gly Val Gly He Tyr Ala Pro Asp Ala Glu Ala 
60 65 70 



tat gta gta ttt gca gac ttg ttc gac ccc ate att gaa gat tac cac 
Tyr Val Val Phe Ala Asp Leu Phe Asp Pro He He Glu Asp Tyr His 



291 



10 



15 



20 



<210> 1 

<211> 1294 

<212> DNA 

<213> Plodia interpunctella 25 

<220> 

<221> CDS 

<222> (2S)..(1089) 



30 



35 



40 



45 



ctg aag aaa tac etc ace agg gag gta ttt gat get etc aag aac aag 14 7 
Leu Lys Lys Tyr Leu Thr Arg Glu Val Phe Asp Ala Leu Lys Asn Lys 

30 35 40 

50 

aag acc tea ttt ggt tea act etc ctg gat tct ate cag tea ggt gtt 195 
Lys Thr Ser Phe Gly Ser Thr Leu Leu Asp Ser He Gin Ser Gly Val 

45 50 55 



55 



60 
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aat ggc ttc aag aaa acc gac aag cac.cct ccc aag aac tgg gga gat 

Asn Gly Phe Lys Lys Thr Asp Lys His Pro Pro Lys Asn Trp Gly Asp 

90 95 100 105 

5 

gtt gag acc etc ggg aac ttg gat cct get ggt gaa ttt gtt gtc tec 

Val Glu Thr Leu Gly Asn Leu Asp Pro Ala Gly Glu Phe val Val Ser 

10 HO 115 120 

acc cgt gtc cgc tgc ggt cgc tec atg gaa ggc tac cca ttc aac ccc 
Thr Arg Val Arg Cys Gly Arg Ser Met Glu Gly Tyr Pro Phe Asn Pro 
15 125 130 135 



20 



35 



45 



50 



55 



60 



tgc tta aca gag gec caa tac aag gaa atg gaa gag aaa gtc tec tec 
Cys Leu Thr Glu Ala Gin Tyr Lys Glu Met Glu Glu Lys Val Ser Ser 
140 145 150 



aca etc tec ggc etc gag ggt gaa ctg aaa ggc acc ttt ttc cca etc 
23 Thr Leu Ser Gly Leu Glu Gly Glu Leu Lys Gly Thr Phe Phe Pro Leu 
155 160 165 

aca ggc atg tec aag gag act caa caa cag ttg att gat gac cac ttc 
30 Thr Gly Met Ser Lys Glu Thr Gin Gin Gin Leu He Asp Asp His Phe 
170 175 180 185 



ctg ttc aag gag ggt gat cgc ttc etc cag gec get aac get tgc cgc 
Leu Phe Lys Glu Gly Asp Arg Phe Leu Gin Ala Ala Asn Ala Cys Arg 

190 195 200 

40 ttc tgg ccc tec ggt cgt ggc ate tac cac aat gag aac aag act ttc 
Phe Trp Pro Ser Gly Arg Gly He Tyr His Asn Glu Asn Lys Thr Phe 

205 210 215 



ctg gta tgg tgc aat gag gag gac cac etc cgt ctg ate tec atg caa 
Leu Val Trp Cys Asn Glu Glu Asp His Leu Arg Leu He Ser Met Gin 
220 225 230 

atg ggc ggc gac ctg aag cag gtg tac aag agg ctg gtg agg gga gtg 
Met Gly Gly Asp Leu Lys Gin Val Tyr Lys Arg Leu Val Arg Gly Val 
235 240 245 

aac gac ate gcg aag agg ate cca ttc teg cac aac gag egg ctg ggc 
Asn Asp He Ala Lys Arg He Pro Phe Ser His Asn Glu Arg Leu Gly 
250 255 260 265 

ttc ctg act ttc tgc ccc acc aac ctg ggc aca acg gtg cgc gca teg 
Phe Leu Thr Phe Cys Pro Thr Asn Leu Gly Thr Thr Val Arg Ala Ser 



65 
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270 275 280 

gtg cac ate aag ctg ccc aag ctg gcg gec gac aag gec aag ctg gag 915 
Val His lie Lys Leu Pro Lys Leu Ala Ala Asp Lys Ala Lys Leu Glu 

285 290 295 

gag gtg gec age aag tac cac ctg cag gtg cgc ggc ace cgc ggc gag 963 
Glu Val Ala Ser Lys Tyr His Leu Gin Val Arg Gly Thr Arg Gly Glu 
300 305 310 

cac acg gag gec gag ggc ggc gtc tac gac ate tec aac aag agg cgc 1011 
His Thr Glu Ala Glu Gly Gly Val Tyr Asp lie Ser Asn Lys Arg Arg 
315 320 325 

atg gga etc acc gag tac gaa gec gtc aag gag atg tac gac ggc ate 1059 
Met Gly Leu Thr Glu Tyr Glu Ala Val Lys Glu Met Tyr Asp Gly He 
330 335 340 345 

get gaa ctg ate aaa ate gag aaa tec ctg taagatgttt aacgatctcg 1109 
Ala Glu Leu lie Lys He Glu Lys Ser Leu 

350 355 

cgctatcagt attttttgta ttatttatcg ttttcacata agtattggat gtgaaggggc 1169 
gagggegaca etagtcageg gecttgageg gggcegggea cgcgggcggc ccactatact 1229 
gtttcgtaaa agtattgtct ataaggaaat ggaaaataaa gacagctagc gttaagacaa 1289 



aaaaa 



1294 



<210> 2 
<211> 355 
<212> PRT 

<213> Plodia interpunctella 
<400> 2 

Met Val Asp Ala Ala Thr Leu Glu Lys Leu Glu Ala Gly Phe Ser Lys 
1 5 10 15 

Leu Ala Ala Ser Asp Ser Lys Ser Leu Leu Lys Lys Tyr Leu Thr Arg 

20 25 30 

Glu Val Phe Asp Ala Leu Lys Asn Lys Lys Thr Ser Phe Gly Ser Thr 
35 40 45 

Leu Leu Asp Ser He Gin Ser Gly Val Glu Asn Leu Kis Ser Gly Val 
50 55 60 
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Gly lie Tyr Ala Pro Asp Ala Glu Ala Tyr Val Val Phe Ala Asp Leu 
65 70 75 80 

Phe Asp Pro lie lie Glu Asp Tyr His Asn Gly Phe Lys Lys Thr Asp 

85 90 95 



10 



Lys His Pro Pro Lys Asn Trp Gly Asp Val Glu Thr Leu Gly Asn Leu 

100 105 110 



^ Asp Pro Ala Gly Glu Phe Val Val Ser Thr Arg Val Arg Cys Gly Arg 

115 120 125 

Ser Met Glu Gly Tyr Pro Phe Asn Pro Cys Leu Thr Glu Ala Gin Tyr 
20 130 135 140 



25 



30 



Lys Glu Met Glu Glu Lys Val Ser Ser Thr Leu Ser Gly Leu Glu Gly 
145 150 155 160 

Glu Leu Lys Gly Thr Phe Phe Pro Leu Thr Gly Met Ser Lys Glu Thr 

165 170 175 

Gin Gin Gin Leu He Asp Asp His Phe Leu Phe Lys Glu Gly Asp Arg 

180 185 190 



35 Phe Leu Gin Ala Ala Asn Ala Cys Arg Phe Trp Pro Ser Gly Arg Gly 

195 200 205 

He Tyr His Asn Glu Asn Lys Thr Phe Leu Val Trp Cys Asn Glu Glu 
40 210 215 220 



45 



50 



Asp His Leu Arg Leu He Ser Met Gin Met Gly Gly Asp Leu Lys Gin 
225 230 235 240 

Val Tyr Lys Arg Leu Val Arg Gly Val Asn Asp He Ala Lys Arg He 

245 250 255 

Pro Phe Ser His Asn Glu Arg Leu Gly Phe Leu Thr Phe Cys Pro Thr 

260 265 270 



55 Asn Leu Gly Thr Thr Val Arg Ala Ser Val His He Lys Leu Pro Lys 

275 280 285 



60 



Leu Ala Ala Asp Lys Ala Lys Leu Glu Glu Val Ala Ser Lys Tyr His 



290 



295 



300 



65 



Leu Gin Val Arg Gly Thr Arg Gly Glu His Thr Glu Ala Glu Gly Gly 
305 310 315 



320 
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Val Tyr Asp He Ser Asn Lys Arg Axg Met Gly Leu Thr Glu Tyr Glu 

325 330 335 

Ala Val Lys Glu Met Tyr Asp Gly He Ala Glu Leu He Lys He Glu 

340 345 350 

Lys Ser Leu 



<210> 3 

<211> 1092 

<212> DNA 

<213> Plodia interpunctella 

<220> 

<221> CDS 

<222> (31) (885) 

<400> 3 

acaggacagt agacacacaa agccaccacc atg gac gcg ate aag aag aag atg 54 

Met Asp Ala He Lys Lys Lys Met 
1 5 



cag gcg atg aag ctg gag aag gac aac get ttg gac cgc get gee atg 
Gin Ala Met Lys Leu Glu Lys Asp Asn Ala Leu Asp Arg Ala Ala Met 
10* 15 20 



102 



tgc gag cag cag gec aag gac gec aac etc cgt get gag aag gec gag 150 
Cys Glu Gin Gin Ala Lys Asp Ala Asn Leu Arg Ala Glu Lys Ala Glu 
25 30 35 40 

gag gag gee aga caa ttg cag aag aag ate cag acg att gag aac gat 198 
Glu Glu Ala Arg Gin Leu Gin Lys Lys He Gin Thr He Glu Asn Asp 

45 50 55 

ctg gac cag acg cag gag gcg etc atg cag gtc aac gec aag ctg gaa 24 6 
Leu Asp Gin Thr Gin Glu Ala Leu Met Gin Val Asn Ala Lys Leu Glu 

60 65 70 

gag aaa gag aaa get ctt cag aac get gag tec gaa gtc get gee etc 294 
Glu Lys Glu Lys Ala Leu Gin Asn Ala Glu Ser Glu Val Ala Ala Leu 
75 80 85 

aac cga cgt ate caa ctg ctg gaa gag gac etc gag agg tec gag gag 342 
Asn Arg Arg He Gin Leu Leu Glu Glu Asp Leu Glu Arg Ser Glu Glu 



19 
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90 95 100 

cgc etc gee acc gee aca gec aaa ctg tec gaa gec age cag get gee 390 
Arg Leu Ala Thr Ala Thr Ala Lys Leu Ser Glu Ala Ser Gin Ala Ala 
105 HO 115 120 

gat gag teg gaa cgt gee cgc aag gtg etc gag aac agg tea ttg get 438 
Asp Glu Ser Glu Arg Ala Arg Lys Val Leu Glu Asn Arg Ser Leu Ala 

125 130 135 



15 



20 



gat gaa gag cgt atg gac get ttg gag aac cag ctg aag gaa gee agg 
Asp Glu Glu Arg Met Asp Ala Leu Glu Asn Gin Leu Lys Glu Ala Arg 

140 145 150 



25 



40 



cgt gag gag gag tac aaa aat cag ate aaa acc etc acc acc cgc eta 
45 Arg Glu Glu Glu Tyr Lys Asn Gin He Lys Thr Leu Thr Thr Arg Leu 

220 225 230 



50 



60 



gag aaa tac aaa gat att ggt gac gac ctg gac acc ccc ttc gtc gag 
Glu Lys Tyr Lys Asp He Gly Asp Asp Leu Asp Thr Pro Phe Val Glu 
265 270 275 280 



486 



ttc ctt get gag gaa gee gac aag aaa tac gat gag gtt get cgt aag 534 
Phe Leu Ala Glu Glu Ala Asp Lys Lys Tyr Asp Glu Val Ala Arg Lys 
155 160 165 



ctg gec atg gtt gag get gac ctg gag cgc gcg gag gag cgt gee gaa 582 
Leu Ala Met Val Glu Ala Asp Leu Glu Arg Ala Glu Glu Arg Ala Glu 
30 1?0 175 180 

tec ggc gaa tec aaa ate gtc gag ctt gag gaa gaa ctg cgc gtg gtt 630 
Ser Gly Glu Ser Lys He Val Glu Leu Glu Glu Glu Leu Arg Val Val 
35 185 190 195 2oo 



ggc aac aac ttg aaa tec ctg gaa gtc tec gag gag aag gec aac caa 678 
Gly Asn Asn Leu Lys Ser Leu Glu Val Ser Glu Glu Lys Ala Asn Gin 

205 210 215 



726 



aag gag get gag gec cgc get gag ttc gee gag cgt tec gtg cag aaa 774 
Lys Glu Ala Glu Ala Arg Ala Glu Phe Ala Glu Arg Ser Val Gin Lys 
235 240 245 



^ ctg caa aag gag gtc gac agg ctt gaa gac gaa ctg gtg get gag aag 822 
Leu Gin Lys Glu Val Asp Arg Leu Glu Asp Glu Leu Val Ala Glu Lys 
250 255 260 



870 



65 etc ate etc aag gaa taaactcctc acgttggtca cctgggcctg tcccatgcgg 925 
Leu He Leu Lys Glu 
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285 

ggcagaccca cgggtcattc caagacgcgg ctcttccgcc agcgattcaa catctgtaca 985 
gatgttatat tcattttata ctcatttaaa atatttaaat ctatagtttt atggcggtat 1045 
ttattttcga gtaatataat aaataattta ttacttattt aaaaaaa 1092 



Lys He Gin Thr He Glu Asn Asp Leu Asp Gin Thr Gin Glu Ala Leu 
50 55 60 

Met Gin Val Asn Ala Lys Leu Glu Glu Lys Glu Lys Ala Leu Gin Asn 
65 70 75 80 

Ala Glu Ser Glu Val Ala Ala Leu Asn Arg Arg He Gin Leu Leu Glu 

85 90 95 

Glu Asp Leu Glu Arg Ser Glu Glu Arg Leu Ala Thr Ala Thr Ala Lys 

100 105 110 

Leu Ser Glu Ala Ser Gin Ala Ala Asp Glu Ser Glu Arg Ala Arg Lys 
115 120 125 

Val Leu Glu Asn Arg Ser Leu Ala Asp Glu Glu Arg Met Asp Ala Leu 
130 135 140 

Glu Asn Gin Leu Lys Glu Ala Arg Phe Leu Ala Glu Glu Ala Asp Lys 
145 150 155 160 

Lys Tyr Asp Glu Val Ala Arg Lys Leu Ala Met Val Glu Ala Asp Leu 

165 170 175 



10 



15 



20 



<210> 4 
<211> 285 
<212> PRT 

<213> Plodia interpunctella 
<400> 4 

Met Asp Ala He Lys Lys Lys Met Gin Ala Met Lys Leu Glu Lys Asp 
15 10 15 

Asn Ala Leu Asp Arg Ala Ala Met Cys Glu Gin Gin Ala Lys Asp Ala 

20 25 30 

Asn Leu Arg Ala Glu Lys Ala Glu Glu Glu Ala Arg Gin Leu Gin Lys 30 
35 40 45 



25 



35 



40 



45 



50 



55 



00 



65 
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Glu Arg Ala Glu Glu Arg Ala Glu Ser Gly Glu Ser Lys lie Val Glu 

180 185 190 

5 

Leu Glu Glu Glu Leu Arg Val Val Gly Asn Asn Leu Lys Ser Leu Glu 
195 200 205 

10 Val Ser Glu Glu Lys Ala Asn Gin Arg Glu Glu Glu Tyr Lys Asn Gin 
210 215 220 

lie Lys Thr Leu Thr Thr Arg Leu Lys Glu Ala Glu Ala Arg Ala Glu 
15 225 230 235 240 

Phe Ala Glu Arg Ser Val Gin Lys Leu Gin Lys Glu Val Asp Arg Leu 
20 245 250 255 

Glu Asp Glu Leu Val Ala Glu Lys Glu Lys Tyr Lys Asp lie Gly Asp 

26a 265 270 

25 

Asp Leu Asp Thr Pro Phe Val Glu Leu lie Leu Lys Glu 
275 280 285 

30 

<210> 5 
<211> 2230 

35 

<212> DNA 

<213> Plodia interpunctella 

40 <220> 

<221> CDS 

<222> (13) . . (2127) 

45 <400> 5 

ggtgggtgga eg atg aag act gtc ctg ate tta get ggc etc gtg gee ctg 51 

Met Lys Thr Val Leu He Leu Ala Gly Leu Val Ala Leu 
50 1 5 10 

gec gcg ggc aac ace ttc ccg gta ttc aga tat gac cac gtc gaa act 99 
Ala Ala Gly Asn Thr Phe Pro Val Phe Arg Tyr Asp His Val Glu Thr 
55 I 5 20 25 

aga aaa ttg gaa gga gac ctt tta cag tac cag teg aaa ttt ctg tct 147 
Arg Lys Leu Glu Gly Asp Leu Leu Gin Tyr Gin Ser Lys Phe Leu Ser 
60 30 35 40 45 

ctt ctt gag aat gtg aga cag att gac tac gaa gcg gag tac tac aaa 195 
Leu Leu Glu Asn Val Arg Gin He Asp Tyr Glu Ala Glu Tyr Tyr Lys 

50 55 60 
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gtt ggc aag ggt tac gac ate gta gec age ata gag aac tat tct gac 243 
Val Gly Lys Gly Tyr Asp lie Val Ala Ser lie Glu Asn Tyr Ser Asp 

65 70 75 

caa gat gca gtc agg gcg ttt get ggt ctt cga gaa att ggt ttc atg 291 
Gin Asp Ala Val Arg Ala Phe Ala Gly Leu Arg Glu lie Gly Phe Met 
80 85 90 

ccc aaa get tac aca ttc tec att ttc tac gac agg cag aga gaa gaa 339 
Pro Lys Ala Tyr Thr Phe Ser lie Phe Tyr Asp Arg Gin Arg Glu Glu 
95 100 105 

get aag att att tat gac ttg ttc. tac age get aaa gat ttg gac act 387 
Ala Lys He He Tyr Asp Leu Phe Tyr Ser Ala Lys Asp Leu Asp Thr 
110 115 120 125 

ttc tac aag act gta gee tac ggc cga ate tat ttc aac gag tat cag 435 
Phe Tyr Lys Thr Val Ala Tyr Gly Arg He Tyr Phe Asn Glu Tyr Gin 

130 135 UO 



10 



15 



20 



25 



ttc atg tat get ttc tat get gcg att att cag cgc tct gat ace aca 483 
Phe Met Tyr Ala Phe Tyr Ala Ala He He Gin Arg Ser Asp Thr Thr 30 

145 150 155 



35 



40 



gga ate gtc tta cca get cca tat gaa ctg tat cct gaa tat ttc ttg 531 
Gly He Val Leu Pro Ala Pro Tyr Glu Leu Tyr Pro Glu Tyr Phe Leu 
160 165 170 

aac atg tat acg ate caa aga atg tac cga aca cag atg caa agt ggt 579 
Asn Met Tyr Thr He Gin Arg Met Tyr Arg Thr Gin Met Gin Ser Gly 
175 180 185 

ata ttc aat gag gaa gtt get agt aac tat ggt ate tgg aag atg gat 627 « 
He Phe Asn Glu Glu Val Ala Ser Asn Tyr Gly He Trp Lys Met Asp 
190 195 200 205 

aat aac tac tat tat tac tac aac tac tct aat ccc ttg acg tac aga 675 50 
Asn Asn Tyr Tyr Tyr Tyr Tyr Asn Tyr Ser Asn Pro Leu Thr Tyr Arg 

210 215 220 

„ . 55 

aat cag gag tac aga ttg tct tat ttg aca gaa gac ata ggc tgg aac 723 
Asn Gin Glu Tyr Arg Leu Ser Tyr Leu Thr Glu Asp He Gly Trp Asn 

225 230 235 

60 

tct tac tat tac tac ttc cac aat ctt atg cct ttc tgg ggc aaa ggc 771 
Ser Tyr Tyr Tyr Tyr Phe His Asn Leu Met Pro Phe Trp Gly Lys Gly 
240 245 250 

65 
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gag gac ttt att ggt ate ttc aag gaa cgc cgt gga gaa ttc tac tac 819 
Glu Asp Phe He Gly He Phe Lys Glu Arg Arg Gly Glu Phe Tyr Tyr 
255 , 260 265 

tac ttc tat cag caa etc ttg tct cgt tac tac ctt gag cgt ttg agt 867 
Tyr Phe Tyr Gin Gin Leu Leu Ser Arg Tyr Tyr Leu Glu Arg Leu Ser 
io 270 275 280 285 

aat ggc ttg gga gaa att cca gat ttc tct tgg tac caa cct ctg agg 915 
Asn Gly Leu Gly Glu He Pro Asp Phe Ser Trp Tyr Gin Pro Leu Arg 
15 290 295 300 



20 



30 



35 



40 



agt ggt tac tat cca get ata tat acg age tea gec tat ccg ttt get 963 
Ser Gly Tyr Tyr Pro Ala He Tyr Thr Ser Ser Ala Tyr Pro Phe Ala 

305 310 315 



caa cgt ccc aac tat tat tac atg gga act gaa gaa aat gtt gac tac 1011 
25 Gin Arg Pro Asn Tyr Tyr Tyr Met Gly Thr Glu Glu Asn Val Asp Tyr 

3 20 325 330 



ate caa ttc ctt gat get cag gaa aag age ttt gtg caa ttt ctg cag 1059 
He Gin Phe Leu Asp Ala Gin Glu Lys Ser Phe Val Gin Phe Leu Gin 
335 340 345 

att ggc cag ttt aag gca ttt aaa caa gat gta gac ttc cgc aac tec 1107 
He Gly Gin Phe Lys Ala Phe Lys Gin Asp Val Asp Phe Arg Asn Ser 
350 355 360 365 

aag tea ata aac ttt gtt ggc aac ttt tgg caa gga aac ccg gac ctg 1155 
Lys Ser He Asn Phe Val Gly Asn Phe Trp Gin Gly Asn Pro Asp Leu 

370 375 380 



45 



tac gat aag tac gga agg gaa gta aac tat gac gac tec tac gaa ate 
Tyr Asp Lys Tyr Gly Arg Glu Val Asn Tyr Asp Asp Ser Tyr Glu He 

385 390 395 



50 



55 



gaa ttc gtg ccg tct get ctg gac ttc tac cag act tea ctt cgt gat 
Glu Phe Val Pro Ser Ala Leu Asp Phe Tyr Gin Thr Ser Leu Arg Asp 
4*5 420 425 



60 



1203 



ate get cgc cgc gtg ctt ggt get get cct ccg ace tec gac aat tac 1251 
He Ala Arg Arg Val Leu Gly Ala Ala Pro Pro Thr Ser Asp Asn Tyr 
400 405 410 



1299 



65 



ccc gee ttc tac atg etc tat aac aag ate atg age tac att gta cag 1347 
Pro Ala Phe Tyr Met Leu Tyr Asn Lys He Met Ser Tyr He Val Gin 
430 435 440 445 
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tac aag gaa tgg ttg gag ccc tat gat caa gag gta ctt cac tac tec 
Tyr Lys Glu Trp Leu Glu Pro Tyr Asp Gin Glu Val Leu His Tyr Ser 

450 455 460 



gag att caa caa caa tat tct tea ttc ate gta cgt caa ccg cgt ttg 
Glu He Gin Gin Gin Tyr Ser Ser Phe He Val Arg Gin Pro Arg Leu 
495 500 505 



ggt cgc cct ctt age ttg gaa gat aac tgg atg aac ttc gtg gaa ttg 
Gly Arg Pro Leu Ser Leu Glu Asp Asn Trp Met Asn Phe Val Glu Leu 

545 550 555 



1395 



ggt gtc aag ate aat gac gtc agt gtt ggt aac ttg act ace ttc ttc 1443 
Gly Val Lys He Asn Asp Val Ser Val Gly Asn Leu Thr Thr Phe Phe 

465 470 475 

gag tac tat gac ttc aac gec acc aat gca gtt ttc tta agt gac caa 14 91 
Glu Tyr Tyr Asp Phe Asn Ala Thr Asn Ala Val Phe Leu Ser Asp Gin 
480 485 490 



1539 



aac cac gaa cct ttc tec gtg acc ate gat gtt aag tct gac gtt gag 1587 
Asn His Glu Pro Phe Ser Val Thr He Asp Val Lys Ser Asp Val Glu 
510 515 520 525 

gcg gaa gcg tac ttc aag ate ttt gtt ggt cct aaa tat gat gga gaa 1635 
Ala Glu Ala Tyr Phe Lys He Phe Val Gly Pro Lys Tyr Asp Gly Glu 

530 535 540 



1683 



gac tgg ttc acc cac aaa ttg acg tea gga cag aac aag gtt gag cgc 1731 
Asp Trp Phe Thr His Lys Leu Thr Ser Gly Gin Asn Lys Val Glu Arg 
560 565 570 

aaa tct gag gaa ttc ttc ttc ttt aaa gag gac tec gtc tea atg tct 1779 
Lys Ser Glu Glu Phe Phe Phe Phe Lys Glu Asp Ser Val Ser Met Ser 
575 580 585 

aag ate tat gaa etc ctg aaa cag ggc cag gta cct gaa age atg tec 1827 
Lys He Tyr Glu Leu Leu Lys Gin Gly Gin Val Pro Glu Ser Met Ser 
590 595 600 605 

gaa gac tac gac tct atg cca age aga ctg atg ttg ccc aga ggc act 1875 
Glu Asp Tyr Asp Ser Met Pro Ser Arg Leu Met Leu Pro Arg Gly Thr 

610 615 620 

ccg ggt ggt ttc cct gta cag ttc ttc gtc ttc" gtg tac cca tac caa 1923 
Pro Gly Gly Phe Pro Val Gin Phe Phe Val Phe Val Tyr Pro Tyr Gin 

6 *5 630 635 
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get etc age aaa gac eta gag get atg aag aat ate ate ctt gac aac 1971 
Ala Leu Ser Lys Asp Leu Glu Ala Met Lys Asn He He Leu Asp Asn 
640 645 650 

aaa cct ttg ggc tat cca ttt gac cgt cct gtc gag tac ccg tat etc 2019 
Lys Pro Leu Gly Tyr Pro Phe Asp Arg Pro Val Glu Tyr Pro Tyr Leu 
10 655 660 665 

ttc tta caa cct aat atg tac ttt gaa gac gtc aat ate tac cac aga 2067 
Phe Leu Gin Pro Asn Met Tyr Phe Glu Asp Val Asn He Tyr His Arg 
15 670 675 680 685 

ggc cct caa tac ccc tgg tgg agt aat ggc caa ttc cgt ctg aat gaa 2115 
20 G1 Y Pro Gin Tyr Pro Trp Trp Ser Asn Gly Gin Phe Arg Leu Asn Glu 

690 695 700 

gta cct aga caa taaaggagag agaaagagtt cttgaaccaa aacatttaaa 2167 
25 Val Pro Arg Gin 

705 

gctagtagaa cactatagtc acaataaaat aaaaattttt atagtaaaaa aaaaaaaaaa 2227 

30 



aaa 



2230 



35 

<210> 6 
<211> 705 
<212> PRT 
40 <213> Plodia interpunctella 

<400> 6 

Met Lys Thr Val Leu He Leu Ala Gly Leu Val Ala Leu Ala Ala Gly 
45 1 5 10 15 

Asn Thr Phe Pro Val Phe Arg Tyr Asp His Val Glu Thr Arg Lys Leu 
so 20 25 30 

Glu Gly Asp Leu Leu Gin Tyr Gin Ser Lys Phe Leu Ser Leu Leu Glu 
35 40 45 

55 

Asn Val Arg Gin He Asp Tyr Glu Ala Glu Tyr Tyr Lys Val Gly Lys 
50 55 60 

60 Gly Tyr Asp He Val Ala Ser He Glu Asn Tyr Ser Asp Gin Asp Ala 
65 70 75 80 

Val Arg Ala Phe Ala Gly Leu Arg Glu He Gly Phe Met Pro Lys Ala 

65 
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85 



90 



95 



Tyr Thr Phe Ser He Phe Tyr Asp Arg Gin Arg Glu Glu Ala Lys He 

100 105 no 

He Tyr Asp Leu Phe Tyr Ser Ala Lys Asp Leu Asp Thr Phe Tyr Lys 
115 120 125 

Thr Val Ala Tyr Gly Arg He Tyr Phe Asn Glu Tyr Gin Phe Met Tyr 
!30 135 HO 

Ala Phe Tyr Ala Ala He He Gin Arg Ser Asp Thr Thr Gly He Val 
145 150 155 160 

Leu Pro Ala Pro Tyr Glu Leu Tyr Pro Glu Tyr Phe Leu Asn Met Tyr 

165 170 175 

Thr He Gin Arg Met Tyr Arg Thr Gin Met Gin Ser Gly He Phe Asn 

180 185 190 

Glu Glu Val Ala Ser Asn Tyr Gly He Trp Lys Met Asp Asn Asn Tyr 
195 200 205 

Tyr Tyr Tyr Tyr Asn Tyr Ser Asn Pro Leu Thr Tyr Arg Asn Gin Glu 
210 215 220 

Tyr Arg Leu Ser Tyr Leu Thr Glu Asp He Gly Trp Asn Ser Tyr Tyr 
225 230 235 2 40 

■ 

Tyr Tyr Phe His Asn Leu Met Pro Phe Trp Gly Lys Gly Glu Asp Phe 

245 250 255 

lie Gly lie Phe Lys Glu Arg Arg Gly Glu Phe Tyr Tyr Tyr Phe Tyr 

260 265 270 

Gin Gin Leu Leu Ser Arg Tyr Tyr Leu Glu Arg Leu Ser Asn Gly Leu 
275 260 28S 

Gly Glu He Pro Asp Phe Ser Trp Tyr Gin Pro Leu Arg Ser Gly Tyr 
290 295 300 



Tyr Pro Ala He Tyr Thr. Ser Ser Ala Tyr Pro Phe Ala Gin Arg Pro 
305 310 315 320 

Aen Tyr Tyr Tyr Met Gly Thr Glu Glu Asn Val Asp Tyr He Gin Phe 

325 330 335 

Leu Asp Ala Gin Glu Lys Ser Phe Val Gin Phe Leu Gin lie Gly Gin 
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340 



345 



350 



Phe Lys Ala Phe iys Gin Asp Val Asp Phe Arg Asn Ser Lys Ser He 



355 



360 



365 



Asn Phe Val Gly Asn Phe Trp Gin Gly Asn Pro Asp Leu Tyr Asp Lys 
10 370 375 380 



15 



20 



Tyr Gly Arg Glu Val Asn Tyr Asp Asp Ser Tyr Glu He He Ala Arg 
385 390 395 400 

Arg Val Leu Gly Ala Ala Pro Pro Thr Ser Asp Asn Tyr Glu Phe Val 

405 410 415 

Pro Ser Ala Leu Asp Phe Tyr Gin Thr Ser Leu Arg Asp Pro Ala Phe 

420 425 430 



25 Tyr Met Leu Tyr Asn Lys lie Met Ser Tyr He Val Gin Tyr Lys Glu 

435 440 445 

Trp Leu Glu Pro Tyr Asp Gin Glu Val Leu His Tyr Ser Gly Val Lys 
30 450 455 460 



35 



40 



lie Asn Asp Val Ser Val Gly Asn Leu Thr Thr Phe Phe Glu Tyr Tyr 
465 470 475 480 

As£ Phe Asn Ala Thr Asn Ala Val Phe Leu Ser Asp Gin Glu He Gin 

485 ' 490 495 

Gin Gin Tyr Ser Ser Phe He Val Arg Gin Pro Arg Leu Asn His Glu 

500 505 510 



45 Pro Phe Ser Val Thr He Asp Val Lys Ser Asp Val Glu Ala Glu Ala 

515 520 525 



50 



Tyr Phe Lys He Phe Val Gly Pro Lys Tyr Asp Gly Glu Gly Arg Pro 



530 



535 



540 



Leu Ser Leu Glu Asp Asn Trp Met Asn Phe Val Glu Leu Asp Trp Phe 



55 



545 



550 



555 



560 



60 



65 



Thr His Lys Leu Thr Ser Gly Gin Asn Lys Val Glu Arg Lys Ser Glu 

565 570 575 

Glu Phe Phe Phe Phe Lys Glu Asp Ser Val Ser Met Ser Lys He Tyr 

580 585 590 

Glu Leu Leu Lys Gin Gly Gin Val Pro Glu Ser Met Ser Glu Asp Tyr 
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595 



600 



605 



Asp Ser Met Pro Ser Arg Leu Met Leu Pro Arg Gly Thr Pro Gly Gly 
610 615 620 

Phe Pro Val Gin Phe Phe Val Phe Val Tyr Pro Tyr Gin Ala Leu Ser 
625 630 635 6 4o 

Lys Asp Leu Glu Ala Met Lys Asn lie lie Leu Asp Asn Lys Pro Leu 

645 650 655 

Gly Tyr Pro Phe Asp Arg Pro Val Glu Tyr Pro Tyr Leu Phe Leu Gin 

660 665 670 

Pro Asn Met Tyr Phe Glu Asp Val Asn He Tyr His Arg Gly Pro Gin 
675 680 685 

Tyr Pro Trp Trp Ser Asn Gly Gin Phe Arg Leu Asn Glu Val Pro Arg 
69 0 695 700 



Gin 
705 



<210> 7 
<211> 1076 
<212> DMA 

<213> Plodia interpunctella 

<220> 

<221> CDS 

<222> (73) (834) 

<400> 7 

taactgttat tgctcagtga taatagatta gttattatat tgtcaagaag ctgatacgtt 60 

tgcaaaatca tc atg aat ttc gcc ggt aaa gtt gta att gta acc ggt get 111 

Met Asn Phe Ala Gly Lys Val Val He Val Thr Gly Ala 
1 5 10 

age tec ggt att gga gca get aca get gtg ttc eta teg aaa eta ggc 159 
Ser Ser Gly He Gly Ala Ala Thr Ala Val Phe Leu Ser Lys Leu Gly 
15 20 25 

get aag ctt tct ctg acg gga cgt aac gtc gag aat ctt aag aaa gtt 207 
Ala Lys Leu Ser Leu Thr Gly Arg Asn Val Glu Asn Leu Lys Ly S Val 
30 35 40 45 
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agt cag gat tgc gaa aaa tec acc cag aca cac tac ate gec gec gac 255 
Ser Gin Asp Cys Glu Lys Ser Thr Gin Thr His Tyr lie Ala Ala Asp 

50 55 60 

tta acc aaa gaa aaa gat att gaa aat ate gtt aaa age acc att gat 303 
Leu Thr Lys Glu Lys Asp lie Glu Asn He Val Lys Ser Thr He Asp 

65 70 75 



aaa tac ggc caa ctt gac gtc ctg gtc aat aat get ggc att ctt gag 351 
Lys Tyr Gly Gin Leu Asp Val Leu Val Asn Asn Ala Gly He Leu Glu 
15 SO 85 90 



50 



55 



60 



act ggt tec ate gaa aac aca teg tta gec cag tac gac agg tta atg 399 
Thr Gly Ser He Glu Asn Thr Ser Leu Ala Gin Tyr Asp Arg Leu Met 
95 100 105 



aat aca aat gtg cgc tea att tat tac tta acc atg ctg gca gtc cca 447 
25 Asn Thr Asn Val Arg Ser He Tyr Tyr Leu Thr Met Leu Ala Val Pro 
U0 115 120 125 



cac ctt etc aaa acc aaa ggt aac att gtg aat gta tct agt gtc aat 
30 His Leu Leu Lys Thr Lys Gly Asn He Val Asn Val Ser Ser Val Asn 

130 135 140 



65 



gtt gca get act att get ttc ttg gee agt gaa tta gca age aat ate 
Val Ala Ala Thr He Ala Phe Leu Ala Ser Glu Leu Ala Ser Asn He 

225 230 235 



495 



ggg ate agg tct ttc cct ggt gta ctg get tac aat gtt teg aag tea 543 
Gly He Arg Ser Phe Pro Gly Val Leu Ala Tyr Asn Val Ser Lys Ser 

145 150 155 



get gta gat cag ttt aca aga tgt gtt gca ctt gaa ttg gec ccg aaa 591 
Ala Val Asp Gin Phe Thr Arg Cys Val Ala Leu Glu Leu Ala Pro Lys 
16 0 165 170 

« ggg gta cga gtt aat tgt gtg aat cca gga gtc att ttg aca gaa ctg 639 
Gly Val Arg Val Asn Cys Val Asn Pro Gly Val He Leu Thr Glu Leu 
17 5 180 185 



cag aag cgt ggg ggt ttg aac gac cag cag tat gca gca ttt ctg gag 687 
Gin Lys Arg Gly Gly Leu Asn Asp Gin Gin Tyr Ala Ala Phe Leu Glu 
190 195 200 205 

aga acc aag gag aca cat gee ttg ggc egg ccg gga aaa ccg gag gag 735 
Arg Thr Lys Glu Thr His Ala Leu Gly Arg Pro Gly Lys Pro Glu Glu 

210 215 220 



783 
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act gga gcc agt gtg cct gta gac ggt ggt cgc cat gcc atg tgt cca 831 
Thr Gly Ala Ser Val Pro Val Asp Gly Gly Arg His Ala Met Cys Pro 
240 245 250 

cga taattttttt aataaaatac atgttaattt tttttttact atttacaatt 884 
Arg 

tttcaatcca agcattttac aatgatcaaa gtgtctaaaa ccttttgaat attgtacaat 944 
aaaattttta tatattatag attaagtaaa aacgttcata tacctataat ttgtgtcata 1004 
tggatgtcca tgtgttcata tattttgtta taaccttgtt attttaaaat aaaaacaaat 1064 
aataaaaaaa aa 



1076 



<210> 8 
<211> 254 
<212> PRT 

<213> Plodia interpunctella 
<400> 8 

Met Asn Phe Ala Gly Lys Val Val He Val Thr Gly Ala Ser Ser Gly 
1 5 io is 

He Gly Ala Ala Thr Ala Val Phe Leu Ser Lys Leu Gly Ala Lys Leu 

20 25 30 

Ser Leu Thr Gly Arg Asn Val Glu Asn Leu Lys Lys Val Ser Gin Asp 
35 40 45 

Cys Glu Lys Ser Thr Gin Thr His Tyr lie Ala Ala Asp Leu Thr Lys 
50 55 60 

Glu Lys Asp He Glu Asn He Val Lys Ser Thr He Asp Lys Tyr Gly 
65 70 75 80 

Gin Leu Asp Val Leu Val Asn Asn Ala Gly He Leu Glu Thr Gly Ser 

85 90 95 

He Glu Asn Thr Ser Leu Ala Gin Tyr Asp Arg Leu Met Asn Thr Asn 

100 105 no 

Val Arg Ser He Tyr Tyr Leu Thr Met Leu Ala Val Pro His Leu Leu 
115 120 125 

Lys Thr Lys Gly Asn He Val Asn Val Ser Ser Val Asn Gly He Arg 
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130 



135 



140 



Ser Phe Pro Gly Val Leu Ala Tyr Asn Val Ser Lys Ser Ala Val Asp 
145 ISO 155 i 60 

Gin Phe Thr Arg Cys Val Ala Leu Glu Leu Ala Pro Lys Gly Val Arg 

165 170 175 

Val Asn Cys Val Asn Pro Gly Val lie Leu Thr Glu Leu Gin Lys Arg 

180 185 190 

Gly Gly Leu Asn Asp Gin Gin Tyr Ala Ala Phe Leu Glu Arg Thr Lys 
195 200 205 

Glu Thr His Ala Leu Gly Arg Pro Gly Lys Pro Glu Glu Val Ala Ala 
210 215 220 

Thr lie Ala Phe Leu Ala Ser Glu Leu Ala Ser Asn He Thr Gly Ala 
225 230 235 240 



Ser Val Pro Val Asp Gly Gly Arg His Ala Met Cys Pro Arg 

245 250 



P&tentanspriiche 

1. NukleinsSure, kodierend fUr tin allergenes Polypeptide umfassend 

S^ISiSS Svo„- HE? 7 dargesteUteD ein Pragment ^ Mes te e ™ 

(b) eine von eincr Sequenz gemSB (a) auf Oiund der Degeneration des genetiscben Codes abweichende Se- 
<jucnz, 

(c) eine Sequenz mil einer Identitat > 80% zu einer der Sequenzen von (a) oder/und (b) oder 

bridfcien ^ &B ei " er ** Se ^ uenzen 8^ < a ). 0>) oderAmd (c) unter stringenten Bedingungen hy- 

WnttoSt UmfaS8eDd dneD BeieiCh ' derfUrein Polvpepnd mit einer SEQ ID No. 2, 4, 6 oder 8 dargestellten 

3 ;^ I ^! nantES ™* A -* 4DtokB| . 633 M *™ Nukleotidseqnenz, die fur ein Polypeptid kodiert, das die Anti E em- 
smrn^Tn^, T ? r . Ambosiurese< J uenz i° der SEQ ID No. 2, p33 mit der Anunosauresequenz to der 
28 m M£ TJ? A T! 6aUr ? CqU f nZ SEQ ID No. 6 oder p27 mit der Aminosaures^uenz in der 
&EQ ID No. 8 besitzt und aus Arthropoden abgeleitet ist, oder (b) eine Nukleotidsequenz, die mit einer Nukleotid- 
sequenz (a) unter stnngenten Bedingungen hybiidisieit, aufweist 

lw^™?~ DNA-MolekDl nach einem der AnsprQche 1-3, das eine Nukleotidseqnenz umfaBt, die fur ein 
Polypeptid kodim^ das eine antigeoe Kreuzreakti vital und doe Identitat > 50% mit dem p40 Allergen, dem p33 All- 
agen, dem p84 Allergen oder detn p27 Allergen oder ihren Homologen aus anderen Arthropoden besitzt 
iXSSSS^ NuUdnsaure Dach *- 1-4 in oparativer ^Upfung mit eine, Ex- 

L^ k ?° binan ^ DNA-Exprossionsvektor oder ein Honierungssystem, die cine Expressionskontrollsequenz be- 

ston, die operativ mit einem rekombmanten Molekfll wie in Anspruch 3 oder 4 beschrieben, verknupftist 

7 Rekombmantei : Expresaonsvektor, der eine Expressionskontrollsequenz besitzt, die fiinktioneU mit einer Nu- 

%n f* ^ U T stdngentcn Bedingungen mit einer Nukleotidsequenz bybridisiert, wie sie in 
<>E\i lv Nos. 1, 3, 5 oder 7 angegeben tst 

Ls^che^7° nniert dner NuUeinsaure nach Anspruche l^t oder einem Vfektor nacb einem der 

m A i'' r8ene ! ^yP^^ kodi «t durch eine der Nukleinsaurcn nach einem der Anspruche 1-4 
^e^F^S^d^ mCh 9miIeinerinSBQrD Na ^4.6,0^8 dargestellten Aminosaumsequenz oder all- 

It ? J / P ^ d ' ^ te i«mPolypepdd nacb Anspruch 9 oder 10, insbesoodere mit einem Poiypeptid der SEQ ID 
No. 2, 4, 6 oder 8 immnnologisch kreuzreaktiv ist 

12. Polypeptid nach einem der Ansprdche 9-11, dadurch gekennzeichnet, dass es mit einem heterologen Peptid 



32 



DE 100 41 541 A 1 

Oder Polypeptid fusioniert ist 

13 Ein Polypeptid nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass das heteiologe Peptid oder Polypewid eiiie 
zeQulosebindende Domane, pMSalaktosidasc odcr Glutathion S-Thuisferase ist " 

14. \erwendung eines Polypeptids nach Anspruch 9-13 oder von Fragmenten eines sokhen Polypeptids ah Immu- 
DOgen zur Hostelling von Antikmpem. 

15. Antikorper gegen ein Polypeptid nach einem der Anspiucbe 9-13. 

16. Phannazcutische Zusammensetzung, umfassend: 

(a) eine Nukleinsaure nach einem der Anspriiche 1-4, 

(b) einen rekombinanlen Vektor nach einem der Anspriiche 5-7, 

(c) cine Zelle nach Anspruch 8, 

(d) ein Polypeptid nach einem der Anspriiche 9-13 odei/und 

(e) einen Antikorper nach Anspruch 15. 

p^tis^Mttdr ner ZusammBnsetzun 8 nach Anspmcb 16 air Heretellung eines diagnostiscben und/oder thera- 

18. Verwendung mKh Anspruch 17 fur die Therapie oder/und Diagnose von allergiscben Erkrankungen. 
IJZ^™ ^f 00 *' in vitro, einer AUeigie gegen Arthropodenproteine, wobei man eine Probe 

^l^?T^ g u r deD ! P 5i? tEn - ln ^ Antikorper gegen das Arthropodenprotrin vermutet werden, mil 
einem Polypeptid nach Anspruch 6-13 unter Bedingungen in Kontakt bringt, die die Bildung eines Komplexes zwi- 
schen dem Antiker^ undderr .Polypeptid ermoglichcn, wonach der Komplex gemessen wird und zu der Menge 

a m derPr ° be m Beaehun 8 Sesetzt wild, wobei ein erbohter Spiegel als Zeichen einer Allenrie gegen s 

das Arthropodenprotem gewertet wild, die das Polypeptid enthalt 

^ ^ahren zurMessung vorzugsweise in vitro, einer zeUularen Lnmunieaktion, wobei ein rekombinantes oder 
uTnwSeS" yPCPtld DaCh dnem ^Anspriiche 9-13 zur Stimulation der zeUularen Immunreak- 

21 \ferfahren zur Bestimmung von Artbxopodenalfergenen in Prober, aus der Umwelt des Menschen, dadurch ge- 2 
kennzeichnet, dass man die Argimnkinaseaktivital (EC 2.7.3.3) in den Proben bestimmt 8 

^TTJu!™, A^oPodenallergenen in Pioben aus der Umwelt des Menschen, dadurch ge- 
X^lSS^^ —Nukleinsaure na* Anspruch M odereines aUe^Polypeptfds 

ll'n^f^T ^^^^Artbf^P^^wm in Pioben aus der Umwelt des Menschen, dadurch ge- 3 
keiin^chnet, dass man das ^densein der Allergene p40, p33, p84 oder p27 oder ihrer Homologen bestimmt. 

Sn,^olT^ 1 ! Iere 1 lellUn rf riDCS A ?f etelittEls ' das dn synthetisches oder rekombinantes Polypeptid nach A- 

Ser^^ri 1 ^ 11111 !!^"? ^ P-*»» oder aktive Immuntherapie, das solcbe Pragmente 

Mu5H ^ ^'yP^^Rfi"""^ »»halt, die zwar ein Epitop oder mehi4 Epitope, insbesondere 
SStf^ P • P 40, ** p33 ' ^PH Oder des P 27 Allergens oder ihrer Homologe^mfassen. aber 

^ l^^f emem stark emgeschrankten MaB zu einer anaphylaktischen Reaktion fuhren konnen. « 
SJSJ^T* ^ ner . Al f u,lnk j na ^ ^ HersteUung eines Arzneimittels odei/und eines diagnostiscben Mitels zur 
Behandlung von alleigischen Erkrankungen oder/und zur Bestimmung von AUergenen 

« M^^Sod^SmnTt'wS" 11 ™ aus einer Motte oder aus ei- 

30. AJleigen, dadurch gekennzeichnet, dass es sich urn eine Aigininkinase handelL 

J D JSl^)t SPrUCh 3 °' dadUtCh gekennzeichDCl > dass es «ch urn eine Aigininkinase aus einer Motte oder 
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ZEICHNUNGEN SErTTE 3 Nummer: DE 10041 541 A1 

IntCI. 7 : C 07 K 18/00 

OfTenlegungstag: 14. Marz 2002 

Fig. 3 

1 TCAAGTGTCAGAAAAGCAGCAGCA 

25 ATGGTGGAC^CGCTACrCTTGAGAAATT^^ 
1MVDAATLEKLBAGFSKLAAS 

85 GACTX3^AGTOKrrGCTGAAGAAATA^ 

21 D S KSL LKKYLTREVFDALKN 

145 AAGAAGACCTCATTTGGTTCAACTCTCCTGGATTCT 
41KKTSFGSTLLDSIQSGVENL 

205 CATTCGCXjTGTTGGAATTTATGCCCCAGATGC^ 
61HSGVGIYAPDAEAYVVFADL 

265 TTCGACCCCATCATTGAAGATTACCACAATGGCTTCAAGAAAAC 
81FDPI IBDYHNGFKKTDKHPP 

325 AAGAACrGGGGAGATGTTGAGACCCrCGGGAACTTGGATC 

101KKWGDVETLGNLDPAGBFVV 
3 85 TCCACCCXSTGTCCGCTGCGGTCGCTCCATGGAAGGrCTA 

121STRVRCGRSMEGYPFNPCLT 
445 GAGGCCCAATACAAGGAAATGGAAGAQAAAGTCTCC^ 

141EAQYKEMEEKVS STLSG LEG 
505 GMCTGAAAGGCACCTTTTTCCCACTCACAGGCATGTC 

161ELKGTFFPLTGMSKETQQ Q L 
565 ATTGATGACCACrarCTGTTCAAGG 

181IDDHFLFKEGDRFLQAANAC 

CGCTTCTGGCCCTCCGGTCGTGGaTCTACCACAATGAGAAC^ 
RFWPSGRGIYHNENKTFLVW 

21CNEEDHLRLISMQMGGDLKQ 

GTGTACAAGAGGCTGGTGAGGGGAGTGAACGACATCGCGAAG 
VYKRLVRGVNDIAK RIPFSH 

805 AAOSAGCGGCTGGGCTTCC^ 

261NERLGFLTFCPTNLGTTVRA 
B65 ^^OVTCAAGCTGCCOUySC^^ 

Z81SVHIKLPKLAADKAKLEEVA 
925 AGO^AO^CCTGCAGGTGCGCGGCACCCGTO 

301SKYHLQVRGTRCEHTEAEGG 

321VYDISNKRRMGLTEYBAVKE 

1045 ATGTACXaACGGCATCXSCTGAACTGATCAAAA^ 
341 MYDGIAELIKIEKSL* 

1105 TCTCGCGCTATCAGTATTTTTTGTATTATTTATC 

1165 QGGGCGAGGGCGACACTAGTC»GCGGCC^ 

1225 ATACTCTTTCGTAAAAGTATTGTCTATAAGGAAAT 
1285 GACAAAAAAA 



625 
201 

6 
221 

745 
241 
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ZEICHNUNGEN 5EWE 4 M _ 

Nummer: DB 100 41 541 A1 

IntCI. 7 : C 07 K 16*0 

Often! egungsteg: 14. Marz 2002 

Fig. 4 

1 ACAGGACAGTAGACACACAAAGCCACCACCATGGACGCG^ 

1 MDAIKKKMQA 
61 ATGAAGCTGGAGAAGGACAACGCTTTGGACCGCGCTGCCATC 

11MKLEKDNALDRAAMCBQQAK 



121 
31 



GACGCC^CCTCCGTGCTGAGAAGGCCGAGGAGGAGG^ 
DAKLRABKABEBARQLQKKI 

181 CAGACGATTC^QAACGATCTGGACCAGACGC 
S1QTIENDLDQTQEALMQVN A K 

241 CTOGAA GAGAAAGAGAAAGC^^ 
71 £i B B K B K A L Q N A £ S B VAA L N R 

301 CCTATCCAACTCXrreGAAGAGGACCTC^ 
91RIQLLBEDLBRSBBRLATAT 

361 GCCAAACTGTCO^GCCAGCCAG^^ 

111AKLSEASQAADB SBRARKVL 
421 GAGAACAGGTCATTGGCTCATGAAGAGCGTATGGA^CGCTO 

131BNRSLADEBRMDALBNQL KB 
481 GCCAGGTTCCTTGCTGACMAAGCCGACAAGAAATA^ 

1S1ARFLAEBADKKYDEVARKLA 
541 ATGGTTGAGGCTGACCTGGAGOKXKZG^ 

171MVEADLBRAEERAESGKSKI 
601 CTCGMCTTGAGGAAGAACTGCGCGT^ 

ISlVELBBELRVVGNMLKStEVS 
661 <»GGAGA^GCCMCCAACGTOAGGAG^ 

211BBKANQRBEEYKNQIKTLTT 
721 C^AAAGGAGGCTGAGGCO^^ 

231RLKEABARABFABRSVQKLQ 
781 AAGGMGTCGACAGGCTTOAACaCGAACTG^ 

251KEV DRLBDBLVABKEKYK D I 

841 GGTGACGACCTGGAC^CCCCCTTCGTCGAG^ 
271GDDLDTPPVELILKE* 

901 GGTCACCTGGGCCTGTCCCATGCGGGGCAGACCCACGGGTCATTC 

961 CCGCCAGCGATTCAACATCTK^ACAGAT^ 
1021 TWVATCTATAGTTTTATGGCGGTATT^ 
1081 TATTTAAAAAAA 
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ZEICHNUNGEN SEITE 5 Nlimmor . M MMm „ m m 

Nummer: DE 10041 541 A1 

Into. 7 : C 07 K 1W0 

Offenlegungstag: 14. Marz 2002 

Fig. 5 

1 TO^^TGGAa^TaAAOACTGTCCTG^ 

i HKTVLILAGLVALAAG 

121 TTACAQTACCAGTCGAAATTTCTGTCTCTTC^ 
37LQYQSKFLSLLENVRQI D Y B 

181 GCGGMT ACTACAMGTTGGCAA CCAGCATAGAGAACTATTCT 
S'AEYYKVGKGYD I v a s ibnys 

77DQDAVRAFAGLREIGFM P K A 

301 TACA^TrCTCCATTtt 
»7YTFSXFYDRQ RBBAKIIYDL 

117 ™£ CA f^^<^TT^ 

H7FYSAKDLDTFYKTVAYGRIY 
481 MMGMTOQTOr^^ 

is/ T G I VL P A P Y E t» Y P E YPLHMY 
541 AC^CAAAGAATOTAC^ 

177 T IQRMYRTQMQSG I F N B E V A 
601 ACTAACTATGGTATCTG^GATGC^TAATAACTACTA 

197SHYGIWKMDNNYYYYYNY S » 

661 CCCTTGAOT^CAGAAATCAC^ACAOA 

Jr ii x »rnqbyrl s y l TED I G W 

237 ^ CT ™C^TTACTACTTCC^T^^ 

781 ATTGGTATCTTCAAGGAACGCCGTGGAGAATTCT^ 

IGI PKERRGBPYYYPYQQLL 
841 TCTTOTTACTACCTTGAGOGTTTGAGTAAT^^ 

277 SRYYLBHLSNGLGEIPDP3W 
901 TAC<^CCTCTGAGGAGra^ 

^""UPIjRSGYYPAIYTSSAYPF 
Ml "J 1 **??*^^ 

1081 AAACAAGATGTAGACTTCCXrCAACTCCAAGTC^ 
JS7KQDVDFRNSKSINFVGNFWQ 

^77 'S^i^^ 

gnpdlydkygrevnyddsyb 

1201 ^TCG^ 

I iarrvlgaapptsdnybfv 
"7 psaldfyqtslropa fymly 
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ZEICHNUNGEN SEITE 6 Nummer: DE 10041 541 A1 

Into. 7 : C07K 15/00 

OfTenlegungstag: 14. Marz 2002 

1321 AACAAGATCATGAGCT^ 
437 NKIMSYIVQYKBWLEPYDQB 

1381 GTACTTCACTACTCCX«TGTCAAGAT<^TGACCT 
457 VLHYSGVKINDVSVGNLTTP 

1441 TTCX2AGTACTAT6ACTTCAACGCCACCAATGCAGTTCT 
477 PEYYDFNATNAVFLSDQEIQ 

1501 CAACAATATTCTTCATTCATCGTACGTCAACCGC^ 
497 QQYSSFIVRQPRLNHEPFSV 

1561 ACCATCGATGTTAAGTCTGftCGTTGAGGO^AAGTO 
517TIDVKSDVEABAYFKI FVGP 

1621 AAATATGATGGAGAAGGTCGCC CTCTTAGCTTGGAAGAT AACTGGATGAACTTCGTGGAA 
537 K Y D 6*B G R PLS L E DNWMNFVE 

1681 TTGGACTGGTTWCCCACAAATTGACGTCAGGAC^^ 
5S7LDWFTHKLTSGQNKVERKSE 

1741 GAATTCTTCTTCTTTAAAGAGGACTCCGTCT^ 
577 EFFFFKEDSVSMSKIYELLK 

1801 CAGGGCCAGGTACCTGAAAGCATGTCCGAAGACTA 
597 QGQVPESMSEDYDSMPSRLM 

1861 TTGCCCAGAGGCACTCCGGGTGGTTTCCCT^ 
617 I*PRGTPGGFPVQFFVFVYPY 

1921 CAAGCTCTCAGCAAAGACCTAGAGGCTATGAAGAA 
637 QALS KDLBAMKNI I I* D N K P L 

1081 GGCTATCX!ATTTGACCGTCCTGTCGAGTACCCGTATCTCTT^ 
657 GYPFDRPVBYPYLFLQPNMY 

2041 TTTCSAAGACGTCAATATCTACCACAGAGGCCCTCAATACCCCT 
677 FBDVNIYHRGPQYPWRSNGQ 

2101 TTCCCriCTC^TGAAGTACCTA^ 

£i 1? 

2161 ATTTAAAGCTAGTAG^CACTATAGTCACAATAAAAT 
2221 AAAAAAAAAA 
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ZEICHNUNGEN SEITIE 7 Nummer; DE 10041 541 A1 

IntCt. 7 : CO7K1Q0O 
Offenlegungstag: ^ Marz 2002 

Fig. 6 

1 TAACTGTTATTGCTCAGTC^TAATAG 

* 

61 TGCAAAATCATCATGAATTTCGCCGGTAAAC7ITC 

MNFAGKVVIVTGASSG 

121 ATTGGAGCAGCTACAGCTGTGITCCTATCGA^ 
17IQAATAVPLSKLGAKLSLTG 

1B1 CGTMCGTCmGAATCTTAAGAAAGTTACT 
37RNV BNLKKVSQDCEKSTQTH 

241 TACATCGCCGCCGACTTAACCAAAGAAAAAGATATTGAAAATATCGTO 
57YXAADLTKBKDXBNIVKSTI 

301 GATAAATACGGCCAACTTC^CGTCCTGGTCAATA^ 
77DKYGQLDVLVNNAGILBTGS 

361 ATCGAAAACACATCGTTAGCCCAGTACGACAG 
37IEHTSLAQYDRLMlfTKVRSl 

??i ^^^^^^^^^^^^^ CCCACACCTTCTCAAAAC CAAAGGTAACATTGTGAAT 
117YYLTMLAVPHI.LKTKGNIVN 

481 GTATCTAGTCTCAATGGGATCAGGTCTTTCCCT^ 

137VSSVNGIRSFPGVLAYNV S K 



541 
157 



TCAGCTGTAGATCAGTTTACAAGATGTGTTGCACTTGAA^ 
SAVDQFTRCVALBLAPKG V R 

^3 it. ^3 (9 

197 D Q Q Y A A P L E R T K B T H A L G R p 

721 GGAAMCCGG^GGITGCAGCTACTATTGCTTTCTTGGCCA^ 
217GKPBEVAATIAFLASEI.ASN 

791 ATCACTGGAGCCAGTGTGCCTGTAGACGGTWTCGCCATGC^ 

237 ITGASVPVDGGRHAMCPR* 

841 TTTTAATAAAATACATGTTAATTTTTTTTTTACTATTTACAATTTTOCAATCCAAGCATO 

901 TTACAATGATCAAAGTGTCTAAAACCTTTTGAATATTGTACAATAAAATTTTTATATATr 

961 ATAGATTAAGTAAAAAC^TTCATATACCTATARTTTGTGTCATATGGATGrCCATGTGTT 

1021 CATATATrTrGTTATAACCTTGTTATTTTAAAATAAAAACAAATAATAAAAAAAAA 
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Nummer: 
Int a. 7 : 

Off enl egu ngstag: 
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ZEICHNUNGEN SEI7E 9 Nummer: D€ 10041 541 A1 

IntCI. 7 : CO7K1Q0O 
OfTenlegungstag: 14. Marz 2002 




Fig. 8 
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ZEICHNUNGEN SSITE 10 




Fig. 9 
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Int a. 7 : 

OfTerriegungstsg: 
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